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DM Diabetes mellitus 
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DNP Diabetes neonatal permanente 
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Factor 2 Alpha Kinase 3 
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Dehydrogenase 
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1. DIABETES MELLITUS: DEFINICIÓN 
 
La diabetes mellitus (DM) es un grupo heterogéneo de trastornos metabólicos de 
carácter crónico, cuya característica principal es la presencia de concentraciones 
elevadas de glucosa en sangre de manera persistente. Esta elevación se debe a defectos 
en la producción y/o acción de la insulina, o a una combinación de ambas 1,2. 
 
Son varios los procesos patológicos involucrados en el desarrollo de la diabetes, 
que van desde la destrucción autoinmune de las células β pancreáticas (cuya 
consecuencia es una deficiencia de insulina) hasta anomalías que provocan una 
resistencia a la acción de la insulina en tejidos periféricos (músculo, etc.) 3. 
 
 
2. CLASIFICACIÓN DE LOS DIFERENTES TIPOS DE DIABETES 
 
Según la asociación Americana de Diabetes (ADA, American Diabetes 
Association), los diferentes tipos de diabetes pueden clasificarse en las siguientes 
categorías principales según el origen etiopatogénico que las caracteriza 4:  
 
1. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1). Diabetes debida a la destrucción de las células β 
pancreáticas, causada por mecanismos autoinmunes. La mayoría de las veces 
conduce a la absoluta deficiencia de insulina. Los pacientes con este tipo de diabetes 
presentan marcadores de autoinmunidad pancreática [anticuerpos anti-insulina (IAA), 
anti-descarboxilasa del ácido glutámico (GADA), anti-tirosinfosfatasa (IA2A) y/o anti-
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transportador de zinc (ZnT8)]. Además, se asocia con ciertos haplotipos HLA siendo 
los haplotipos HLA*DR4-DQ8 y HLA*DR3-DQ2 los que mayor riesgo genético 
confieren 5.  
 
2. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Diabetes debida a la pérdida progresiva de secreción 
de insulina por parte de las células β en un contexto de resistencia a la insulina. 
Inicialmente, no precisan tratamiento con insulina, pero a lo largo de la evolución de la 
enfermedad, si la deficiencia de insulina progresa, pueden necesitarla. En la mayoría 
de los casos se asocia además con obesidad. 
 
3. Diabetes mellitus gestacional (DMG). Diabetes diagnosticada en el segundo o tercer 
trimestre del embarazo, y que no se conocía previa a la gestación. 
 
4. Diabetes debidas a otras causas específicas: 
a. Diabetes debidas a enfermedades exocrinas del páncreas (por ejemplo, la 
fibrosis quística) 
b. Diabetes inducida por fármacos (por ejemplo, inducida por los glucocorticoides, 
o por el tratamiento contra el VIH).  
c. Diabetes monogénica. Diabetes debida a defectos monogénicos que causan 
disfunción de la célula β pancreática.  
 
 
 La DM1 y la DM2 son enfermedades complejas, con herencia poligénica y en ellas 
además confluyen mecanismos ambientales que actualmente no están totalmente 




mutaciones esporádicas o heredadas en genes que son cruciales para la función de las 
células β pancreáticas 8. 
 
 
Este proyecto se ha centrado en el estudio de la diabetes neonatal, un tipo de 
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3. DIABETES MONOGÉNICA 
 
 La diabetes monogénica incluye un conjunto heterogéneo de diabetes causadas 
por mutaciones en un único gen 9. Puede ser familiar o esporádica, y en caso de ser 
familiar, la herencia puede ser dominante, recesiva o ligada al cromosoma X 10. 
 
 En los últimos años, se han identificado más de 30 genes asociados a diabetes 
monogénicas 11, y además, un número importante de genes han sido asociados a 
síndromes que incluyen diabetes dentro de su cuadro clínico.  
 
Los mecanismos moleculares que subyacen a la patogénesis de esta dolencia 
pueden afectar a diversos procesos importantes para la función basal de la célula β 
pancreática. Por ejemplo, un incorrecto desarrollo de la célula β, alteraciones en la 
expresión de genes implicados en la síntesis de insulina (por ejemplo, alteraciones en 
factores de transcripción que regulan la expresión de la insulina o alteraciones en el 
propio gen de la insulina), alteraciones en la secreción de la insulina (por ejemplo, 
mutaciones en los genes que codifican los canales de potasio), el fallo en la detección de 
los niveles de glucosa o el aumento del estrés del retículo endoplasmático (RE) que causa 
la destrucción de la célula β pancreática 12–14. 
 
Desde el punto de vista clínico, la diabetes monogénica puede definirse en función 
de la edad de diagnóstico. Cuando se detecta en el momento del nacimiento o en los 




diagnostica más tarde, a menudo a partir de la segunda década de vida, se denomina 
diabetes tipo MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young).  
 
La diabetes monogénica también se puede clasificar en función del defecto 
molecular que la provoca (gen de la insulina, genes que codifican los canales de potasio, 
factores de transcripción, etc.). Dependiendo de la alteración molecular, las características 
clínicas y las consecuencias terapéuticas pueden ser diferentes. Hoy en día se está 
sustituyendo el nombre de diabetes MODY o diabetes neonatal por la denominación más 
amplia y sencilla de diabetes monogénica, dado que se ha descrito que una misma 
mutación puede provocar diabetes en diferentes etapas de la vida 15. 
 
 
3.1. Prevalencia y diagnóstico de la diabetes monogénica 
 
Las formas monogénicas de diabetes a menudo no se detectan como tal 16 y son 
diagnosticadas erróneamente como DM1 o DM2 17–19, por lo que se cree que la 
prevalencia está infraestimada, y se estima que alrededor del 5% de las diabetes pueden 
ser diabetes monogénicas. 
 
 El diagnóstico genético de la diabetes monogénica es crucial para determinar el 
tratamiento más adecuado y dar consejo genético a las personas que son portadores de 
las mutaciones. Permite, además, realizar predicciones sobre el curso de la diabetes y las 
complicaciones que puedan surgir a largo plazo 20.  
 
El ejemplo más claro de ello es la forma más común de la diabetes neonatal 
permanente (DNP), causada por mutaciones activantes en los canales de potasio 
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sensibles al ATP (KATP) (mutaciones en los genes ABCC8 y KCNJ11) 21–23. Y es que la 
mayoría de los pacientes portadores de estas alteraciones pueden ser tratados 
exitosamente con sulfonilureas en lugar de las múltiples inyecciones diarias de insulina. 
Esta transición del tratamiento resulta en un mejor control glucémico y una notable mejora 
de la calidad de vida del paciente, lo que refuerza la importancia del diagnóstico genético 
22,24–28. 
 
Otros ejemplos que muestran la importancia del diagnóstico son las formas de 
MODY asociadas a alteraciones en los genes HNF1A y HNF1B, que a menudo son 
tratadas con éxito a base de dosis bajas de sulfonilureas 29,30, o el subtipo MODY 
asociado a mutaciones en heterocigosis en el gen de la Glucoquinasa (GCK), que 
provocan una leve hiperglucemia que rara vez necesita tratamiento farmacológico 
adicional a parte de un control de la dieta 31,32. 
 
 
En alrededor de un 20% de los pacientes con criterios clínicos de diabetes 
monogénica no se identifica el defecto molecular responsable de la enfermedad 33,34. 
Aunque la secuenciación por Sanger sigue siendo la técnica más empleada para la 
identificación de alteraciones genéticas asociadas a esta patología, el desarrollo de 
nuevas tecnologías de secuenciación (NGS, Next Generation Sequencing) ha mejorado 
significativamente el diagnóstico genético y la identificación de nuevos genes involucrados 









4. CLASIFICACIÓN DE  LA DIABETES MONOGÉNICA 
 
Como ya se ha mencionado previamente, desde el punto de vista clínico, la 
diabetes monogénica puede clasificarse en función de la edad de diagnóstico, 
diferenciándola en diabetes neonatal o diabetes MODY. Sin embargo, dado que 
mutaciones en varios genes pueden provocar las características clínicas de las dos 
enfermedades, es más adecuado usar el término diabetes monogénica.  
 
Basándonos en la clasificación más utilizada, los principales tipos de diabetes 
monogénica son: diabetes del adulto de inicio en la juventud o MODY, diabetes neonatal 
transitoria (DNT) o permanente (DNP) y diabetes asociada a síndromes. 
 
 
4.1. Diabetes MODY 
 
La diabetes monogénica de comienzo en la adolescencia o en la edad adulta se 
denomina diabetes tipo MODY. Engloba un grupo heterogéneo de diabetes no insulino-
dependientes caracterizadas por una herencia autosómica dominante no autoinmune 38. 
 
Actualmente, se conocen catorce genes asociados a esta patología, pero la 
mayoría de las formas son causadas por mutaciones en seis de estos genes: hepatocyte 
nuclear factor-4-alpha (HNF4A), glucokinase (GCK), hepatocyte nuclear factor-1-alpha 
(HNF1A), páncreas/duodenum homeobox protein-1 (PDX-1), hepatocyte nuclear factor-1-
β (HNF1B), y BETA2/Neurod1 15,39,40. La clasificación de los diferentes subtipos de MODY 
y las características clínicas de los mismos se resumen en las Tablas 1 y 2. 
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Tabla 1. Clasificación de los diferentes subtipos de diabetes tipo MODY. Adaptada de Siddiqui 
K. et al (2015) 40. 
 
NOMBRE GEN CROMOSOMA OMIM FRECUENCIA REFERENCIA 
MODY1 HNF4A 20q13.12 125850 Rara Bell et al. (1991) 
MODY2 GCK 7p13 125851 8-81% Gidh-Jain et al. (1993) 
MODY3 HNF1A 12q24.31 600496 21-73% Yamagata et al. (1996) 
MODY4 IPF-1 (PDX-1) 13q12.2 606392 Rara Stoffers et al. (1997) 
MODY5 HNF1B 17q12 137920 Frecuente Horikawa et al. (1997) 
MODY6 Neuro-D1/BETA-2 2q31.3 606394 Rara Malecki et al. (1999) 
MODY7 KLF11 2p25 610508 Rara Neve et al. (2005) 
MODY8 CEL 9q34.3 609812 Rara Raeder et al. (2006) 
MODY9 PAX4 7q32.1 612225 Muy rara Plengvidhya et al. (2007) 
MODY10 INS 11p15.5 613370 Muy rara Edghill et al. (2008) 
MODY11 BLK 8p23.1 613375 Muy rara Borowiec et al. (2009) 
MODY12 ABCC8 11p15.1   Muy rara Ovsyannikova AK et al (2016) 
MODY13 KCNJ11 11p15.1 616329 Muy rara Bonnefond et al. (2012) 














Tabla 2. Características clínicas de los principales subtipos de MODY. Tg: triglicéridos, SU: sulfonilureas, AGA: alteración de la glucemia en ayunas. 
Adaptada del Tratado de diabetes mellitus. 
 
  MODY1 MODY2 MODY3 MODY4 MODY5 MODY6 
GEN HNF4A GCK HNF1A IPF-1 (PDX-1) HNF1B Neuro-D1/BETA-2 
EDAD DE DIAGNÓSTICO Adolescente/ adulto joven Recien nacido 
Adolescente/ 
adulto joven Adulto joven 
Adolescente/ 
adulto joven Adulto joven 
PENETRANCIA  >80% DN:45% AGA: 95% >90% >80% >80% >70% 
AFECTACIÓN Páncreas/higado Páncreas/higado Páncreas/ riñón/otros Páncreas/otros 
Páncreas/higado/ 
riñón/genitales Páncreas/otros 
FENOTIPO ↓ Tg/ ↓ apo A II/ ↓ apo C III/ V Lpa Bajo peso al nacer 












GRAVEDAD DE LA  
HIPERGLUCEMIA Progresiva Estable Progresiva Pocos datos Progresiva Progresiva 
COMPLICACIONES  
MICROVASCULARES Frecuentes Raras Frecuentes Pocos datos Frecuentes Pocos datos 
TRATAMIENTO 
Dieta/ 
dosis bajas SU/ 
insulina 
Ninguno excepto  
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Como norma general, la sintomatología se manifiesta despacio y en ausencia de 
obesidad o cetoacidosis en la mayoría de los casos. El tratamiento al inicio no suele 
requerir de insulina, aunque varía dependiendo de la mutación detectada en cada 
paciente 41. 
 
La aparición de este tipo de diabetes puede darse tanto a edades tempranas, 
como durante la infancia, adolescencia o en la edad adulta, aunque normalmente suele  
manifestarse antes de los 25 años. Cabe destacar que en el caso de la diabetes MODY2, 
(asociada a mutaciones en heterocigosis en el gen GCK), la hiperglucemia leve está 
presente ya al nacimiento, aunque pueda diagnosticarse más tarde. 
 
 
Debido a este amplio rango de aparición de la enfermedad, se desconoce la 
prevalencia exacta de la diabetes MODY. Además, existe un gran número de pacientes 
que padecen diabetes MODY diagnosticados erróneamente como DM1 o DM2. A pesar 














4.2. Diabetes neonatal 
 
 La diabetes mellitus neonatal es un trastorno metabólico poco frecuente, con una 
incidencia menor de 1:100.000 recién nacidos. Se caracterizada por la aparición de 
hiperglucemia en los primeros seis meses de vida combinada con bajos niveles de 
insulina debido a alteraciones en la función de la célula β pancreática 44. 
 
Por razones clínicas, se reconocen dos grupos principales, la forma transitoria y la 
permanente, que difieren en la duración de la dependencia a la insulina. La DNT es un 
trastorno de la producción de insulina que se resuelve postnatalmente, aunque la mayoría 
de las veces reaparece, a menudo en la adolescencia. Representa entre el 50% y el 60% 
de los casos de diabetes neonatal 45. En la DNP, el trastorno en la producción de insulina 
dura toda la vida y precisa tratamiento de por vida. 
 
 
Aunque la mayoría de los casos de diabetes neonatal son aislados, muchos de los 
genes asociados a este tipo de diabetes provocan un cuadro sindrómico con múltiples 
alteraciones entre las que se encuentra la diabetes 46. 
 
Las formas más comunes de diabetes neonatal son las causadas por mutaciones 
en los genes KCNJ11, ABCC8 e INS y alteraciones en la región 6q24 47, aunque se han 
identificado alrededor de 20 genes asociados a la patología (Tabla 3). 
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Tabla 3. Genes asociados a diabetes neonatal y las características clínicas asociadas.. DNT: diabetes neonatal transitoria. DNP: diabetes neonatal 
permanente. AR: autosómica recesiva. AD: autosómica dominante. N: Normal. Adaptada de Polak M. et al (2007) 47. 
 
GEN  TIPO DE DIABETES HERENCIA EDAD DE INICIO 
PANCREAS/  
FUNCION EXOCRINA OTRAS CARACTERISTICAS 
ZAC/PLAGL1 
HYMAY (6q24) DNT 
Según 
alteración primeros días de vida N/N CIR, macroglosia 
ZFP57 DNT AR Similar a 6q24  N/N 
CIR, macroglosia, retraso del 
desarrollo,  
defectos en la visión, epilepsia 
PDX1 DNP AR primeros días de vida Ausencia/Reducción  agenesia pancreática/hipoplasia 
PTF1A DNP AR primeros días de vida Ausencia/Ausencia hipoplasia cerebelosa/disfunción neurológica 
HNF1B DNP/DNT (RCAD; MODY5) AD 15–17 días  Hipoplásico/reducido atrofia pancreática, quistes renales 
GLIS3 DNP AR primeros días de vida Pequeño, N o quístico/  N o reducido 
hipotiroidismo, glaucoma,  
alteraciones renales, dismorfia 
facial 
KCNJ11 DNP DNT (rara vez) AD <6 meses; rara vez mas tarde N/N DEND 
ABCC8 DNP  DNT (rara vez) AD <6 meses; rara vez mas tarde N/N   




<6 meses; a veces mas tarde N/N Rara vez CIR 
GCK DNP; MODY2 AR (PNDM) AD (MODY2) 
PNDM: días; 
MODY2: presente al nacimiento  
(se detecta mas tarde) 
N/N   
SLC19A2 DNP AR 2– 13 meses N/N Síndrome de Rogers 




Tabla 3. Continuación. 
 
 
GEN TIPO DE DIABETES HERENCIA EDAD DE INICIO 
PANCREAS/  
FUNCION EXOCRINA OTRAS CARACTERISTICAS 
FOXP3 DNP Ligado al X Días–3.5 meses N/N Síndrome IPEX 
STAT3 DNP AD Días   hipotiroidismo autoinmune, diarrea crónica 
EIF2AK3 DNP AR 2-28 semanas;  1 caso a los 30 meses hipoplasia/ reducido  Sindrome Wolcott-Rallison (WRS) 
NEUROD1 DNP AR meses  N/N hipoplasia cerebelosa 
NEUROG3 DNP AR primeros días de vida Pequeño/N  
diarrea congénita severa,  
ausencia de células 
enteroendocrinas 
RFX6 DNP AR primeros días de vida Pequeño/N  atresia intestinal, hipoplasia de vesícula biliar 
IER3IP1 DNP AR al nacimiento-2 meses  N/N microcefalia, encefalopatía epiléptica infantil 
PAX6 DNP AR primeros días de vida N/no descrito  microcefalia severa, defectos oculares 
WFS1 DNP AR Media 6 años  (3 semanas–14 años)  N/N Síndrome de Wolfram (DIDMOAD) 








  44 
 
4.2.1. Diabetes neonatal transitoria 
 
La diabetes neonatal transitoria se caracteriza a menudo por un severo retraso 
del crecimiento intrauterino (CIR, Crecimiento Intrauterino Restringido) y el diagnóstico 
de la diabetes en los primeros días de vida. Estos casos de diabetes remiten de 
manera espontánea en unas 12 semanas, aunque al menos el 50% de los casos 
reaparece más tarde (a menudo en la adolescencia) 48. El CIR está directamente 
relacionado con el papel crucial que juega la insulina en el crecimiento fetal, 
especialmente durante el último trimestre del embarazo. 
 
En la mayoría de los casos las formas de diabetes transitorias se atribuyen a la 
sobreexpresión de los genes localizados en la región 6q24, que están sometidos al 
fenómeno del imprinting 49. Se cree que la forma transitoria de la enfermedad se debe 
a defectos permanentes en genes que tienen una expresión variable durante el 
crecimiento y el desarrollo tanto de las células β pancreáticas como de otros tejidos. 
Un factor importante en el inicio de la recidiva de la diabetes es probablemente la 
pubertad, que se asocia con una resistencia significativa a la insulina 46,50. 
 
Generalmente la DNT es esporádica, pero la transmisión paterna se ha 
documentado en alrededor de un tercio de los pacientes descritos 51,52. El tratamiento 
para estos pacientes suele ser insulina, aunque existen sugerencias sobre los 









4.2.1.1. Mecanismos moleculares de la diabetes neonatal transitoria 
 
La mayoría de los casos de DNT se deben a anomalías en la región 6q24, 
mientras que alrededor de un 10% de los casos se atribuyen a mutaciones activantes 
en heterocigosis en los genes KCNJ11 y ABCC8  y otros genes  54,55. 
 
4.2.1.1.1. Alteraciones en la región 6q24 
 
Un total del 70% de las DNT son causadas por defectos que causan la 
sobreexpresión paterna de genes imprintados localizados en la región 6q24 56. En 
individuos sanos, en esta región del cromosoma 6 el alelo procedente de la madre 
está sometido a imprinting genómico, es decir, no se expresa o no está activado, por lo 
que un individuo sin alteraciones solo expresará el alelo procedente del cromosoma 
paterno (tan sólo una copia es activa). Por el contrario, los pacientes con DNT 
presentan doble carga genética de los genes codificados en 6q24 57. 
 
Esta doble carga genética puede deberse a tres defectos moleculares 49,56,58:  
 
1. Duplicación en el cromosoma de origen paterno. De nuevo existe una doble carga 
genética activa. Este defecto se presenta en el 45% de los pacientes (Figura 1). 
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Figura 1. QMPSF para la detección de una duplicación del cromosoma y/o región paterno. 
P1 y P2: picos correspondientes a microsatélites heredados por vía paterna. M1 y M2: picos 
correspondientes a microsatélites heredados por vía materna. hP1: altura del pico P1. hM1: 
altura del pico M2. El ratio de la altura de los picos ronda el valor 1 en individuos normales, 
mientras que se dobla en individuos que portan una duplicación. Adaptada de Polak M. et al 
(2007) 46. 
 
2. Isodisomía paterna. En este caso el paciente hereda las dos copias del cromosoma 
6 (al menos de la región 6q24) de su padre y ninguno de la madre. Por lo tanto, en 
estos individuos, ambos cromosomas estarán activos, es decir, presentarán una 
expresión duplicada de los genes que se encuentran en esta zona. Esta alteración 
se ha identificado en el 35% de los  casos (Figura 2). 
 
3. Pérdida del imprinting en el alelo materno. Se trata de alteraciones en la metilación 
de la región diferencialmente metilada (DMR, Differentialy Metilated Region) en el 
cromosoma de origen materno que provocan que se expresen tanto los genes 
procedentes del padre como los procedentes de la madre (la ausencia de imprinting 





Figura 2. Isodisomía del cromosoma paterno. De forma general, un individuo recibe un 
cromosoma de cada progenitor. En este caso, hereda ambas copias por vía paterna. 
Adaptada de Polak M. et al (2007) 46. 
 
 
Se desconoce el mecanismo exacto por el cual las alteraciones en la región 
6q24 causan DNT, aunque existen dos genes candidato que han sido propuestos 
como responsables etiológicos de la enfermedad: ZAC (Z finger protein) también 
conocido como PLAG1 (pleomorphic adenoma gene-like 1) 59,60 e HYMAI (Hydatiform 
mole-associated and imprinted transcript) que codifica para un transcripto que no se 
traduce a proteína 60,61. 
 
Estudios recientes señalan al gen ZAC como el posible responsable de la DNT 
asociada a los defectos en la región 6q24 62. Este gen codifica un factor de 
transcripción que interviene en la regulación del ciclo celular y la apoptosis, así ́como 
en la expresión del PACAP1 (Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polipeptide), 
secretagogo de la insulina y estimulador de la proliferación de las células β 63,64. La 
sobreexpresión de ZAC podría alterar la función pancreática, bien alterando la 
proliferación o la muerte programada de las células β pancreáticas o bien alterando la 
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regulación transcripcional del páncreas endocrino. También podría afectar a la 
expresión génica en las células β maduras, con la consiguiente alteración de la 
secreción de insulina en respuesta a la glucosa u a otros estímulos 65. El resultado 
sería una reducción de la masa de células β fetal y por tanto, un retraso del 
crecimiento intrauterino debido a la reducción de la insulina. Esto se traduciría a su vez 
en la aparición de diabetes neonatal en los primeros días de vida. En fases más 
tardías, parece que un número limitado de islotes es suficiente para la producción de 
insulina necesaria para mantener la normoglucemia, por tanto la diabetes remite. 
Algunos autores sugieren que cuando existe una resistencia fisiológica a la insulina, 
como por ejemplo la pubertad o el embarazo, o incluso un estrés metabólico (una 
enfermedad), se requieren altos niveles de insulina, y al no poder producirlos, se da 
una recidiva de la diabetes neonatal 66.  
 
4.2.1.1.2. Alteraciones en los canales KATP 
 
 Las mutaciones en los genes que codifican los canales de potasio sensibles al 
ATP (KCNJ11, Potassium Voltage-Gated Channel subfamily J member 11 y ABCC8, 
ATP Binding Cassette Subfamily C member 8) suponen el 25% de los casos de DNT, 
aunque las alteraciones en dichos genes son más comunes en casos con DNP. 
 
La DNT causada tanto por alteraciones en KCNJ11 como en ABCC8 es 
clínicamente difícil de diferenciar de la causada por alteraciones en la región 6q24, si 
bien en este último caso el peso al nacimiento suele ser menor y la diabetes suele 
aparecer antes 54. El curso de la clínica es menos predecible y se caracteriza por una 
diabetes que remite y recidiva y que puede requerir tratamiento de manera intermitente 
durante toda la infancia 67–69. Parece que las formas transitorias debidas a alteraciones 





En algunos casos, hay familias en las que los padres u otros parientes 
manifiestan diabetes de inicio en el adulto asociadas a la misma mutación que el 
afecto con diabetes neonatal. Por ello, estudios recientes sugieren que analizar el gen 
ABCC8 en pacientes con diabetes de inicio en el adulto o con ausencia de 
autoanticuerpos 70,71 podría ayudar en el diagnóstico genético de este tipo de diabetes. 
 
4.2.1.1.3. Otras alteraciones 
  
Aunque de manera mucho menos frecuente, la DNT puede deberse a defectos 
moleculares en otros genes involucrados en el funcionamiento de la célula β 
pancreática.  
 
Se han descrito casos de DNT asociados a mutaciones raras en el gen HNF1B 
72–74. En la mayoría de estos casos, los pacientes presentaban otras alteraciones 
además de la diabetes, como por ejemplo quistes renales, o disfunción exocrina del 
páncreas.  
 
Mutaciones recesivas en la región promotora del gen de la insulina también se 
han determinado como la causa de la DNT o la DNP 75. Estos pacientes presentan una 
deficiencia de insulina menos severa. Clínicamente, se asemejan a los pacientes con 
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4.2.2. Diabetes neonatal permanente 
 
La diabetes neonatal suele resultar permanente aproximadamente en un 50% 
de los afectos. Por definición, la diabetes se desarrolla en el período neonatal y no 
entra en remisión. No hay rasgos clínicos que puedan predecir si un recién nacido con 
diabetes, pero no otras características dismórficas, tendrá una enfermedad 
permanente o transitoria, aunque los casos con la forma permanente no siempre 
tienen crecimiento intrauterino restringido, como se ha visto en el algunos casos de 
6q24 transitorio 55,56. 
 
La causa más común de la diabetes neonatal permanente son las mutaciones 
activantes heterocigotas en los genes que codifican para los canales de potasio 
sensibles al ATP (KATP) de la célula β pancreática: KCNJ11 y ABCC8 76. El 50% de los 
casos son debidos a alteraciones en dichos genes. Le siguen las alteraciones en el 
gen de la insulina (INS), siendo la causa de alrededor del 20% de las PNDM.  
 
 
4.2.2.1 Diabetes neonatal debida a mutaciones activantes en los canales KATP 
 
Las mutaciones activantes en los genes KCNJ11 y ABCC8 causan diabetes 
debido a que reducen la sensibilidad del canal al ATP 21,23. 
 
El canal KATP es una estructura heterooctamérica compuesta por cuatro 
subunidades SUR1 (codificado por el gen ABCC8) que rodean cuatro subunidades 
Kir6.2 (codificado por el gen KCNJ11) que forman un poro central 77–79. Las 





Los canales KATP están presentes en diferentes tipos celulares, siendo un 
enlace directo entre el metabolismo y la actividad eléctrica celular. Participan en 
numerosos procesos fisiológicos tales como la secreción de insulina, la contracción 
muscular, la respuesta al estrés o la protección frente a la hipoxia o las convulsiones 
80. En las células β pancreáticas, juegan un papel central en la secreción de insulina 
estimulada por glucosa 81–84.  
 
Desde un punto de vista fisiológico, cuando las células β pancreáticas se 
encuentran en estado de reposo (los niveles plasmáticos de glucosa son bajos), los 
canales KATP permanecen abiertos debido al ratio bajo ATP/ADP (Figura 3). Esto 
permite el flujo de los iones de potasio (K+) hacia el exterior. Este flujo mantiene la 
membrana hiperpolarizada, impidiendo la apertura de los canales de calcio 
dependientes de voltaje, previniendo así la entrada de los iones de calcio (Ca2+) a la 
célula y por tanto la secreción de insulina. Cuando los niveles de glucosa en plasma 
aumentan, ésta se introduce en las células β a través del transportador GLUT2. La 
captación de glucosa en la célula β da como resultado la glucólisis, que conduce a la 
generación de ATP, y por tanto al aumento del ratio ATP/ADP. El ATP se une a la 
subunidad Kir6.2 del canal de potasio, provocando un cambio conformacional que a su 
vez provoca el cierre del canal. La detención del flujo de los iones de K+ conlleva a la 
despolarización de la membrana, que a su vez provoca la apertura de los canales de 
calcio dependientes de voltaje. El flujo de Ca2+ al interior de la célula inducirá entonces 
la exocitosis de los gránulos de insulina con el objetivo de reducir los niveles de 
glucosa en sangre 85.  
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Figura 3. Representación gráfica del funcionamiento de los canales KATP en el proceso de 
secreción de insulina. Adaptada de Polak M. et al (2007) 46. 
 
 
Debido a esta estrecha relación entre el funcionamiento de estos canales y la 
secreción de la insulina, cualquier alteración en dichos canales perturba la secreción 
de la misma. Así, las mutaciones de pérdida de función reducen la actividad del canal, 
manteniéndolo cerrado y produciendo una despolarización persistente de la membrana 
plasmática que conlleva la activación de los canales de calcio dependientes de voltaje. 
El continuo flujo de Ca2+ al interior de la célula provoca la secreción continua de 
insulina, independientemente de los niveles de glucosa en sangre, causando 
hiperinsulinismo (Figura 4). Por el contrario, las mutaciones activantes o con ganancia 
de función, impiden el cierre del canal KATP. Por tanto, la célula β permanece 
hiperpolarizada incluso cuando los niveles de glucosa aumentan, de modo que los 
canales de calcio se mantienen cerrados. Al no existir aumento intracelular de Ca2+, no 






Figura 4. Representación gráfica del proceso de secreción de insulina cuando existen 
alteraciones en los canales KATP, provocando hiperinsulinismo. Adaptada de Polak M. et al 
(2007) 46.  
 
 
Figura 5. Representación gráfica del proceso de secreción de insulina cuando existen 
alteraciones en los canales KATP, provocando diabetes neonatal. Adaptada de Polak M. et al 
(2007) 46.  
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En la mayoría de los casos, las mutaciones activantes en KCNJ11 o ABCC8 
hacen que el canal KATP sea relativamente menos sensible al ATP, dejando los canales 
abiertos aun habiendo aumentado la concentración de glucosa. El resultado neto es el 
fracaso de la respuesta de la insulina a la hiperglucemia, que conduce a la diabetes 
neonatal 8.  
 
4.2.2.1.1. Mutaciones en el gen KCNJ11 
 
 
Las mutaciones en KCNJ11 son de novo en el 80% de los casos y heredadas 
en un patrón autosómico dominante en los casos restantes. La diabetes se presenta 
desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad con una edad promedio de inicio de 5 
semanas. 
 
Como ya hemos mencionado, las mutaciones en el gen KCNJ11 dan como 
resultado una disminución de la sensibilidad de las subunidades de Kir6.2 al ATP, con 
fallo del cierre del canal y consecuentemente, una liberación insuficiente o una 
ausencia de liberación de insulina por parte de la célula β 21.  
 
Además de en el páncreas, la proteína Kir6.2 también se expresa en otras 
tejidos, incluyendo tejido neuronal y muscular. Como consecuencia, aunque la mayoría 
de los pacientes con mutaciones en el gen KCNJ11 presentan una diabetes aislada, 
aproximadamente un 20% tienen diversos grados de disfunción y deterioro 
neurológico. Las alteraciones neurológicas en su forma más grave comprenden un 
síndrome conocido como DEND (Developmental delay-epilepsy-neonatal diabetes). 
Como su propio nombre indica, este síndrome incluye alteraciones como el retraso del 
desarrollo, epilepsia y diabetes neonatal 88. Cuando se producen perturbaciones 
neurodegenerativas más leves sin trastorno convulsivo, se denomina síndrome de 
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DEND intermedio (iDEND, intermediate DEND). Los pacientes pueden presentar 
además hipotonía, debilidad muscular y problemas de equilibrio 89. Se ha comprobado 
que el tratamiento con sulfonilureas en pacientes con el síndrome de DEND no solo 
mejora el control metabólico sino que alivia también las alteraciones neurológicas 28,90. 
 
Existe una correlación genotipo-fenotipo en cuanto a la severidad de las 
mutaciones en KCNJ11 y la clínica que muestran los pacientes 91. Por ejemplo, casi 
todos los pacientes que tienen defectos en este gen padecen la forma permanente de 
diabetes neonatal. También se ha determinado una relación entre la mutación V59M 
en el gen KCNJ11 y la aparición del síndrome de DEND 92.  
 
4.2.2.1.2. Mutaciones en el gen ABCC8 
 
 
La DNP relacionada con ABCC8 puede ser causada por mutaciones 
activadoras dominantes, así como mutaciones activantes recesivas o heterocigotas 
compuestas 76. La mayoría de las mutaciones en este gen son de novo, aunque 
también existen casos con herencia dominante o recesiva. 
 
Las mutaciones en el gen ABCC8 provocan que los canales permanezcan 
abiertos y que por tanto, la secreción de insulina dependiente de la glucosa no ocurra 
23,76. Las alteraciones en este gen pueden provocar a DNT o DNP.  
 
En contraste con el DNP relacionado con KCNJ11, el síndrome DEND/iDEND 
ocurre más raramente con las mutaciones en ABCC8. Esto podría reflejar diferencias 
en la expresión de SUR1 vs SUR2 en el cerebro, pero la región precisa involucrada es 
desconocida 23. 
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La detección de las mutaciones en los genes KCNJ11 y ABCC8 tiene 
importantes implicaciones terapéuticas ya que los pacientes portadores de estos 
defectos pueden reemplazar las inyecciones de insulina por un tratamiento oral con 
sulfonilureas, que resulta en un mejor control glucemia 22,26,27,93.  
 
 
4.2.2.2. Diabetes neonatal debido a mutaciones en el gen de la insulina (INS)  
 
Alrededor del 20% de los pacientes con una diabetes neonatal aislada 
presentan mutaciones en heterocigosis en el gen de la insulina (INS), aunque estas 
mutaciones han sido también asociadas a casos de MODY y de diabetes tipo 1 sin 
autoanticuerpos 94–98.  
 
La insulina es una hormona pancreática que se produce como preproinsulina, 
que se procesa a proinsulina y posteriormente, una vez se separa del péptido C, 
madura a insulina. Ésta se almacena en gránulos secretorios en las células β 
pancreáticas, pero se secreta rápidamente en respuesta a un aumento de los niveles 
de glucosa en sangre 99. 
  
 
Las mutaciones en heterocigosis en el gen INS provocan la síntesis de una 
proinsulina estructuralmente anormal. Estudios realizados en modelos in vitro de célula 
β pancreática y en modelos animales sugieren que esta proinsulina anormal no se 
pliega adecuadamente y que en consecuencia se produce estrés del retículo 
endoplasmático 98,100–104. Una proinsulina plegada de manera anormal puede 
desencadenar una respuesta celular que facilita la degradación de dichas proteínas en 
el RE. La acumulación de proteínas mal plegadas genera estrés del RE, que provoca a 
su vez la apoptosis de las células β 94,98,100–102,105. Estas mutaciones estarían 
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localizadas en regiones cruciales de la molécula de proinsulina, impidiendo el correcto 
pliegue de la proteína. 
 
 
La mayoría de las mutaciones en este gen (80%) surgen de novo. Los 
portadores de mutaciones heterocigotas en el gen INS son usualmente diagnosticados 
en una edad más avanzada, al contrario que los portadores de mutaciones en los 
genes KCNJ11 y ABCC8, que suelen ser diagnosticados no mucho más tarde de los 
primeros seis meses de vida 94. El peso al nacer se reduce, como resultado de la 
disminución de la secreción intrauterina de insulina.  
 
A diferencia de los portadores de mutaciones en KCNJ11 y ABCC8, los 
pacientes con mutaciones en el gen INS únicamente pueden ser tratados con insulina 
106. 
 
Por otro lado, también se han descrito mutaciones recesivas en el gen INS que 
causan DNP como resultado de la disminución en la biosíntesis de la insulina 75. En 
este caso, el fenotipo es más severo, debutan antes y tienen menor peso al nacer 75. 
Por último, también se han descrito deleciones grandes en el gen de la insulina como 
causa de la DN caracterizada por la completa deficiencia de insulina 107.  
 
 Otra observación interesante es que los niños que heredan las mutaciones en el 
gen INS por vía paterna parecen manifestar la diabetes antes que los que la heredan 
por vía materna, lo que sugiere que en el locus INS-IGF2 podrían estar involucrados 
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4.2.2.3. Diabetes neonatal debido a mutaciones en el gen GCK 
 
 La glucoquinasa es un enzima citoplasmática que cataliza la fosforilación en el 
carbono número 6 de la glucosa. Es un enzima clave en la regulación de la 
homeostasis de la glucosa en el organismo. En la célula β pancreática, este enzima 
actúa como sensor de glucosa integrando los niveles de glucemia con la secreción de 
insulina 109.  
 
Las mutaciones homocigotas o heterocigotas compuestas en el gen GCK 
causan una deficiencia total de la actividad de esta enzima y conducen a un cuadro de 
DNP con hiperglucemia severa 110,111, mientras que las mutaciones en un único alelo 
(en heterocigosis) conducen a una hiperglucemia leve, no progresiva, que rara vez 
requiere tratamiento farmacológico (MODY2) 110,112. 
 
Se han descrito muy pocos pacientes con esta forma de diabetes neonatal, 
pero prácticamente en todos ellos la hiperglucemia se detecta desde el primer día de 
vida y se acompaña de un grave retraso del crecimiento intrauterino 110,111,113.  
 
Esta etiología molecular de la DN es más habitual en casos de consanguinidad 
o en familias con antecedentes de intolerancia a la glucosa o diabetes leve. Los 
pacientes con DNP asociada a mutaciones en GCK son tratados con insulina, pero la 
combinación de sulfonilureas con la terapia de insulina, resulta en un aumento de la 
secreción basal y estimulada de insulina 114. Además, en estos casos, el uso de 
fármacos activadores de la glucoquinasa podría ser un tratamiento más específico, lo 
que sería otro ejemplo de la farmacogenética aplicada en el tratamiento de esta 






4.3. Diabetes sindrómica 
 
Existe una población pediátrica afectada por desórdenes genéticos raros que 
cursan con desarrollo de diabetes. Suelen ser síndromes multisistémicos de herencia 
autosómica recesiva, que requieren cuidados multidisciplinares. Debido a la rareza y la 
complejidad de estos síndromes, muchas veces permanecen infradiagnosticados o se 
diagnostican demasiado tarde 118.   
 
Se debería sospechar de diabetes sindrómica en casos en los que se han 
excluido las canalopatías o las mutaciones en los genes asociados más 
frecuentemente a la diabetes neonatal.  
 
 
4.3.1. Diabetes monogénica en un contexto autoinmune 
 
Aunque generalmente en la diabetes monogénica no hay respuesta 
autoinmune, algunas alteraciones monogénicas raras producen diabetes en un 
contexto de alteraciones autoinmunes con presencia de autoanticuerpos anti-islotes 
pancreáticos (por ejemplo, anti-GAD). Por ejemplo, la diabetes asociada a la 
poliendocrinopatía autoinmune tipo 1 (APS1, Autoimmune polyendocrinopathy 
syndrome 1), que está asociada a mutaciones en el gen AIRE (importante en la 
regulación de la autoinmunidad) 119, o las mutaciones en el gen FOXP3, que se 
asocian al síndrome IPEX (Immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-
linked). Las mutaciones en el gen FOXP3 son la causa de la diabetes autoinmune 
monogénica neonatal ligada al cromosoma X, que aparece junto con otras 
características incluyendo la enteropatía que causa diarrea severa y desnutrición, 
eczema severo y enfermedad autoinmune tiroidea 120.  
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Recientemente se han descrito mutaciones activantes en el gen STAT3 (Signal 
Transducer Activator of Transricption 3), que asocian la diabetes de comienzo precoz 
a otros trastornos autoinmunes generalizados como la diarrea crónica o el 
hipotiroidismo autoinmune neonatal 121. Los pacientes descritos hasta la fecha, 
presentan variabilidad genética, con alteraciones autoinmunes diversas. Aunque 
clínicamente presenta características solapantes con el síndrome IPEX, 
genéticamente se asocia a mutaciones activantes en heterocigosis en el factor de 
transcripción STAT3.  
 
 
4.3.2. Diabetes monogénica asociada a síndromes complejos 
 
Además de los síndromes en los que aparece una diabetes en un contexto 
autoinmune, hasta la fecha se han descrito varios síndromes que conllevan diabetes 
sin autoinmunidad junto con otra serie de características. 
 
Por ejemplo, hay cuadros de DNP con hipoplasia cerebelar que se asocian con 
alteraciones en el gen NEUROD1 (Neuronal Differentiation 1) 122. Este gen juega un 
papel crucial en el desarrollo endocrino del páncreas y contribuye a la diferenciación 
de varios tipos celulares, entre ellos, la línea celular endocrina 123 o la línea celular 
encargada de formar el cerebelo.  
 
También causan hipoplasia cerebelar las alteraciones en el gen PTF1A 
(Pancreas Specific Transcription Factor 1a) que codifica una proteína esencial en el 
desarrollo normal del páncreas y del cerebelo 124. Los pacientes con alteraciones en 




Otro gen descrito asociado al cuadro diabético caracterizado por hipoplasia 
pancreática y disfunción exocrina es el gen PDX1 (Pancreatic and Duodenal 
Homeobox 1) 125. Este gen codifica un factor de transcripción involucrado en el 
desarrollo del páncreas y en la regulación de la expresión de la insulina dependiente 
de glucosa 126–128.  
 
Por otro lado, la presencia de diabetes junto con atresia intestinal e hipoplasia 
de la vesícula biliar y diarrea se asocian a alteraciones en el gen RFX6 (Regulatory 
Factor X6) 129–131 que tiene un papel crucial en la diferenciación de las células β 
pancreáticas 132.  
 
Así mismo, la aparición de diabetes junto con hipotiroidismo, glaucoma, quistes 
renales y fibrosis hepática se ha asociado a mutaciones en el factor de transcripción 
GLIS3 (GLIS Famili Zinc Finger 3) 133,134. El cuadro clínico asociado a los defectos 
moleculares en este gen, se debe a que GLIS3 juega un papel fundamental en la 
represión y la activación de la transcripción durante el desarrollo de las células β 
pancreáticas, la tiroides, el ojo, el hígado y los riñones. 
 
La diarrea persistente junto con la diabetes es un indicativo de alteraciones en 
NEUROG3 (Neurogenin 3), implicado en el desarrollo de diversas células endocrinas, 
como por ejemplo las células β pancreáticas 135,136.  
 
La diabetes que cursa junto con anomalías renales y/o genitourinarias es un 
indicativo de alteraciones en HNF1B (HNF1 Homeobox B) 72,73,137, que participa en la 
regulación del desarrollo de las nefronas y el páncreas embrionario. 
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Alteraciones en genes como el IER3IP1 (Immediate Early Respons 3 
Interacting Protein 1) o PAX6 (Paired Box 6) son la causa de diabetes neonatal junto 
con alteraciones cerebrales, como por ejemplo, microcefalia y epilepsia infantil en el 
caso de los defectos en el gen IER3IP1 138, o malformaciones cerebrales, microcefalia 
y microftalmia en el caso de alteraciones en PAX6 139,140. La función de PAX6 en la 
regulación de la transcripción es crucial en el desarrollo del tejido neuronal y en la 
diferenciación de las células precursoras de los islotes pancreáticos 141. Respecto a la 
función de IER3IP1, se cree que media en el estrés del RE ejerciendo su acción en la 
diferenciación celular y en la apoptosis. 
 
Los defectos mitocondriales también pueden asociarse a cuadros raros de 
diabetes. Así, las mutaciones en el ADN mitocondrial (concretamente en los 
genes  MT-TL1, MT-TK y MT-TE) se asocian con un cuadro de diabetes de herencia 
materna junto con sordera (MIDD-Maternally Inherited Diabetes and Deafness) 142.  
 
El síndrome de Rogers o TRMA (Thiamine Responsibe Megaloblastic Anemia), 
que asocia diabetes, sordera y anemia megaloblástica, se debe a mutaciones en el 
gen SLC19A2 (Solute Carrier Family 19 Member 2) 143–146, que codifica para un 
transportador de tiamina. 
 
El síndrome de Wolfram o DIDMOAD (diabetes insípida, diabetes mellitus, 
atrofia óptica y sordera), con herencia autosómica recesiva, se asocia con mutaciones 
en el gen WFS1 (Worlframin ER Transmembrane Glycoprotein) 147–149. Esta proteína 







El síndrome de Wolcott-Rallison, donde la diabetes se asocia con displasia 
espondiloepifisaria, presenta mutaciones en el gen EIF2AK3 (Eukaryotic Tarnslation 
Initiaton Factor 2 Alpha Kinase 3) 150,151. Este gen codifica una proteína que regula la 
respuesta celular frente al estrés de RE. El estrés del RE surge debido a la 
acumulación de proteínas mal plegadas, fenómeno habitual en las células secretoras. 
En condiciones normales, el estrés desencadena mecanismos compensatorios para 
evitar el daño celular, en las que participa la proteína EIF2AK3. La ausencia de esta 
proteína impedirá esos mecanismos compensatorios, provocando la muerte celular 
tanto en células endocrinas como exocrinas. 
 
El síndrome de Fanconi-Bickel (FBS), se desarrolla por mutaciones 
homocigotas o heterocigotas compuestas en el gen SLC2A2, que codifica el 
transportador de glucosa, GLUT2 152–154. Este síndrome implica hepatomegalia, 
disfunción tubular proximal renal, pérdida de fosfato, retraso de la pubertad y baja 
estatura, hipergalactosemia y diabetes 155.  
 
Otros cuadros de marcada resistencia a la insulina, como el Leprechaunismo o 
el síndrome de Rabson-Mendenhall, se deben a mutaciones en el receptor de la 
insulina 156. La forma más grave es el leprechaunismo o síndrome de Donohue, que se 
caracteriza por retraso del crecimiento intrauterino, alteraciones del control de la 
glucemia, hiperinsulinemia y rasgos dismórficos 157. El síndrome de Rabson-
Mendenhall es algo menos grave y presenta algunas diferencias fenotípicas con el 
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5. DIAGNÓSTICO DE LA DIABETES NEONATAL 
 
La diabetes neonatal es un ejemplo de la medicina personalizada, en la que los 
progresos en la genética de la enfermedad no solo han permitido ofrecer un mejor 
consejo genético, sino que también ha permitido conocer mejor la fisiopatología que 
subyace, preveer su evolución y, por supuesto, seleccionar un tratamiento adecuado 
para cada defecto molecular 159. Y es que la identificación temprana de las causas 
genéticas puede influir en el tratamiento. En los casos en los que es producida por 
alteraciones en un canal de potasio, la terapia con insulina puede ser reemplazada 
más eficazmente por otros agentes como las sulfonilureas. Otro ejemplo es el del 
síndrome de Wolcott-Rallison. El análisis genético permite diagnosticar este subtipo de 
diabetes neonatal antes de que los pacientes desarrollen displasia del esqueleto o fallo 
hepático.  
 
Aunque la causa más común de esta patología es la presencia de mutaciones 
en los genes que codifican para las proteínas que forman los canales de potasio 
(ABCC8 y KCNJ11), mutaciones en otros 19 genes, así como alteraciones en la 
metilación de una región cromosómica pueden producir diferentes subtipos clínicos de 
la enfermedad. 
 
 La amplia lista de genes asociados a la enfermedad hace que cada vez sea 
más lento, laborioso y costoso secuenciar todos los genes posibles usando los 
métodos tradicionales (secuenciación Sanger). Incluso la secuenciación de los tres 
genes más frecuentes es costosa, dado que el gen ABCC8 es muy grande (39 
exones). Además, la correcta elección de los genes a testar utilizando este método se 
basa en la disponibilidad de información fenotípica fiable y completa 24,160, y no 
siempre es posible obtenerla. En este sentido, la NGS y los análisis informáticos 
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probablemente se convertirán en el estándar para el cribado de alteraciones que 
puedan causar diabetes neonatal. Varios estudios ya han demostrado la eficacia de 
algunas plataformas comerciales estándar para la secuenciación de exoma completo 
en este tipo de pacientes 39. Además de ser un enfoque más rentable y eficiente para 
la detección de genes conocidos, es muy probable descubrir nuevas causas genéticas 
para los pacientes con etiologías desconocidas. A medida que el costo de estas 
técnicas disminuye, es posible la expansión de las pruebas en otras poblaciones de 
pacientes diabéticos que aunque no son tratables con sulfonilureas pueden 
beneficiarse de descubrir un diagnóstico genético, ya que los avances en la 
comprensión de la fisiopatología de otras causas de la diabetes neonatal pueden 













































Los diversos estudios realizados en torno a la genética de la diabetes neonatal 
han revelado mutaciones puntuales y alteraciones cromosómicas asociadas a la 
patología en más de 30 genes. Sin embargo, alrededor del 20% de los casos de 
diabetes neonatal no han sido diagnosticados genéticamente y se desconocen cuáles 
son las alteraciones moleculares que provocan el desarrollo de la enfermedad..  
 
Teniendo en cuenta que la diabetes neonatal es una enfermedad monogénica, 
se asume que el desarrollo de la misma se debe a mutaciones en un solo gen y que 
probablemente, dichas mutaciones se encuentran en regiones codificantes o en 
regiones que pueden afectar directamente a la expresión o función de un producto 
génico. 
 
En ese contexto, la hipótesis del presente trabajo es que en aquellos casos de 
diabetes neonatal  en los que no se han identificado mutaciones en los genes 
clásicamente asociados a la enfermedad, el análisis de exoma es una estrategia eficaz 
para la detección de nuevas mutaciones en genes que no han sido previamente 












Identificar mediante análisis de exoma nuevos genes asociados a la diabetes 
neonatal en pacientes en los cuales no se ha detectado ninguna alteración etiológica 




1. Realizar el análisis estructural de los genes o regiones clásicamente asociados a la 
diabetes neonatal (ABCC8, KCNJ11, INS y la región 6q24) en nuestra cohorte de 
pacientes. 
 
2. Establecer la relación genotipo-fenotipo entre el defecto molecular de cada 
paciente y las características clínicas que presenta. 
 
3. Identificar mediante análisis de exoma nuevos genes que puedan explicar el 
desarrollo de la enfermedad en pacientes con DN sin causa genética conocida.  
 
4. Realizar la caracterización funcional de las alteraciones identificadas en el análisis 
del exoma con el fin de establecer el impacto funcional de las variantes en la 
patogénesis de la enfermedad a nivel de célula β pancreática. 
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Este estudio se llevó a cabo en tres fases: 
 
1. Análisis de los genes asociados a la Diabetes monogénica 
 
En esta primera fase se realizó un estudio genético en una selección de 
pacientes con criterios de diagnóstico para diabetes neonatal.  
 
Se decidió analizar los genes o regiones asociados a la diabetes neonatal con 
mayor frecuencia: KCNJ11, ABCC8, INS y la región 6q24.  
 
En el caso de identificar alguna variante en alguno de estos genes, se 
realizaron búsquedas en bases de datos de mutaciones ya identificadas y asociadas a 
la enfermedad, con el fin de verificar si la alteración identificada ya se ha descrito. En 
los casos en los que las alteraciones identificadas no habían sido previamente 
asociadas a la patología, se analizó el posible impacto funcional de las alteraciones 




2. Búsqueda de nuevos genes 
 
En esta fase, se analizaron pacientes sin alteraciones en los genes 
clásicamente asociados a la diabetes neonatal. Se realizó la secuenciación del exoma 
completo en ocho pacientes junto con sus progenitores, con el fin de identificar 






3. Caracterización funcional de variantes potenciales 
 
Por último, en base a los resultados del exoma, se realizó la caracterización 
funcional de una de las alteraciones potenciales detectadas por WES para poder 
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Para llevar a cabo el estudio de detección de alteraciones asociadas a la 
diabetes neonatal, se establecieron una serie de criterios clínicos y genéticos, con el 
fin de seleccionar los pacientes que pudieran beneficiarse de este diagnóstico. 
 
 
1. CRITERIOS DE INCLUSIÓN   
 
1.1. Análisis de los genes asociados a la Diabetes monogénica 
 
Para esta primera fase del estudio genético, en la que se analizaron los genes 
asociados clásicamente a la diabetes neonatal, se incluyeron todos aquellos pacientes 
con criterios clínicos de diagnóstico de diabetes monogénica neonatal. Las muestras 
de estos pacientes junto con los datos clínicos, procedentes de hospitales de toda 
España, fueron remitidas a la Unidad de Investigación de Endocrinología y Diabetes 
del Hospital Universitario de Cruces.  
 
Finalmente, se obtuvieron para el estudio 42 familias remitidas entre los años 
2009 y 2016. 
 
Para la selección de estos pacientes, se establecieron los siguientes criterios 
de diagnóstico de diabetes neonatal: 
 
§ Diabetes diagnosticada en los primeros 6 meses de vida, o diagnosticada dentro 






Se obtuvo el correspondiente consentimiento informado para cada paciente. En 
los casos en los que los pacientes eran menores de 12 años, el consentimiento fue 
autorizado y firmado por sus padres o tutores legales. En los casos en los que los 
pacientes tenían una edad comprendida entre los 12 y 16 años, el consentimiento fue 
autorizado por los padres o por el propio paciente en los casos que se consideró al 
paciente emocional e intelectualmente capaz de comprender la información. A partir de 
los 16 años, el consentimiento fue autorizado y firmado por el propio paciente. Además 
de las muestras de los pacientes, se solicitaron datos clínicos con el fin de poder guiar 
de manera más precisa el diagnóstico genético y de establecer lazos entre el fenotipo 
y el genotipo (edad de diagnóstico, nivel de glucemia al diagnóstico, autoanticuerpos 
anti-páncreas, tratamiento, etc.).  
 
 
1.2. Búsqueda de nuevos genes 
 
Para el estudio de exoma completo se incluyeron 8 familias con criterios de 
diabetes monogénica neonatal cuyo diagnóstico permanecía sin esclarecer después 
de analizar los genes más frecuentes asociados a la enfermedad. 
 
De estas 8 familias, 5 correspondían a la primera fase del estudio realizado, 
mientras que las otras 3 (DM0258, DM1026 y DM1119) se seleccionaron después de 
hacer una revisión completa de todos los pacientes existentes en nuestra base de 
datos, por lo que pertenecen a un estudio previo realizado entre los años 2002 y 2009. 
Se establecieron los siguientes criterios de selección: 
 
§ Diabetes diagnosticada en los primeros 6 meses de vida, o diagnosticada dentro 
del primer año de vida, con ausencia de autoinmunidad  
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§ Ausencia de diagnóstico genético después del análisis de los genes conocidos por 
estar asociados a diabetes neonatal. 
 
 
2. DESCRIPCIÓN DE LOS PACIENTES 
 
2.1. Análisis de los genes asociados a la Diabetes monogénica 
 
Los datos clínicos de los 42 pacientes con criterios de diagnóstico de diabetes 
neonatal incluidos en este estudio se resumen en la Tabla 4. 
 
En resumen, la mediana de la edad de diagnóstico fue de alrededor de un mes 
(siendo el mínimo el diagnóstico al nacimiento y el máximo 1 año). Con una mediana 
de peso al nacimiento de 2410 g (máximo), el 26% de los pacientes presento retraso 
de crecimiento intrauterino, el 12% presento valores de peso y/o altura normales para 
la edad gestacional, mientras que del resto no obtuvimos datos. 
 
Con una mediana de 431 mg/dl de valor de glucemia al diagnóstico, el 35% de 
los casos debutó con cetoacidosis metabólica, frente al 24% que únicamente presento 
glucemias alteradas. 
 
10 de los casos fueron catalogados como diabetes neonatales transitorias (24 
%) y 13 como diabetes neonatales permanentes (31%), mientras que el resto se 
catalogaron como diabetes neonatales sin especificar el tipo. 
 
En 18 de los casos existía historia previa familiar conocida de diabetes y en 17 
casos el paciente era el primer caso de diabetes en la familia. En 7 de los casos no 




Tabla 4. Datos clínicos de los pacientes con criterio de Diabetes neonatal remitidos a la 
Unidad de investigación de Endocrinología y Diabetes del Hospital de Cruces. Dx: edad al 
diagnóstico. EG: edad gestacional. PN: peso al nacimiento. RCI: retraso de crecimiento 
intrauterino. Glu: glucemia al diagnóstico. AF: antecedentes familiares. 
 





DM1603 V DNP 40 días -	 -	 -	 -	 -	 SI 
DM1665 M DNT 4 meses 38+6 1770 SI -	 -	 NO 
DM1679 V DN 10 meses 41 2800 -	 850 SI SI 
DM1721 V DNT 5 días 38 1830 SI -	 -	 SI 
DM1822 M DNP 2 meses 40 2710 NO 230 NO NO 
DM1889 V IPEX 31 días 40+1 2500 -	 628 NO -	
DM1978 M DNP 3 meses -	 -	 -	 334 SI -	
DM1985 V DNP 3 meses 40 3750 -	 -	 SI NO 
DM1986 V DNP 6 meses -	 3010 NO 452 SI SI 
DM1997 M DNT 7 días -	 -	 -	 -	 -	 NO 
DM2039 V DNP 7 meses -	 -	 -	 -	 -	 NO 
DM2104 V DN	 6 meses -	 -	 -	 118 NO SI 
DM2112 M DNP 3 meses 39 2420 SI -	 -	 NO 
DM2138 V DN 1 día 39 3145 -	 286 -	 -	
DM2141 M DN	 6 meses -	 -	 -	 -	 -	 -	
DM2175 V DNT 1 mes 38 2970 -	 347 NO SI 
DM2180 M DNP 10 días 41+5 2350 -	 850 SI NO 
DM2349 M DNT 2 meses 40 3130 -	 1010 SI SI 
DM2489 V DNT 5 meses -	 -	 NO 410 SI SI 
DM2496 M DNT 5 meses 40 2400 -	 -	 SI SI 
DM2504 V DNP 3 meses 37 2750 -	 -	 SI SI 
DM2509 M DNT 14 días 40 2235 SI -	 NO NO 
DM2517 M DN	 40 días -	 -	 -	 -	 -	 SI 
DM2566 V DNP al nacimiento 37 1870 SI 800 SI SI 
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Tabla 4. Continuación. 





DM2579 V DNT Periodo neonatal 40 2020 SI -	 -	 NO 
DM2598 M DNP 14 días 39 3200 -	 200 NO NO 
DM2622 M DNT 24 días 40 2420 -	 452 NO NO 
DM2658 V DN	 al nacimiento 39 3070 NO -	 -	 NO 
DM2770 V DN	 12 meses -	
	
-	 -	 -	 NO 
DM2798 M DNP 2 meses -	 2800 NO -	 -	 SI 
DM2812 V DN	 2 días 36 1440 SI -	 -	 SI 
DM2854 V DN	 8 días 38 2660 -	 176 NO SI 
DM2921 V DN	 -	 37+6 1630 SI -	 SI SI 
DM2941 V DN	 2 días 38+2 2285 -	 143 NO -	
DM3027 V DNP 2 meses 39 2300 -	 -	 SI SI 
DM3034 V DN	 1 día 34+2 1770 SI 250 NO SI 
DM3074 M DN	 12 días 32 1300 -	 -	 -	 -	
DM3097 M DN	 2 días 38+5 2195 SI -	 -	 -	
DM3176 V DN	 2 días 27 750 -	 -	 -	 NO 
DM3194 V DN	 7 meses 40 4560 -	 1496 SI NO 
DM3272 M DN	 1 mes 39+3 2146 SI 800 SI NO 
















2.2. Búsqueda de nuevos genes 
 
Las características clínicas de los 8 candidatos seleccionados para el estudio 
de exoma completo se detallan a continuación. En la Figura 6 se pueden observar los 





Varón nacido en 1997, consta de un cuadro sindrómico además de presentar 
diabetes neonatal permanente. 39 semanas de edad gestacional y 2440 g de peso al 
nacimiento. 
 
Presenta diabetes neonatal desde los 17 días de vida (en tratamiento con 
insulina), que comenzó con hiperglucemias que ascendían hasta 500 mg/dl, 
glucosuria, pero sin cetonuria ni grave afectación del estado general.  
 
Además, se diagnosticó de hipotiroidismo no autoinmune, hipoacusia bilateral 
mixta (transmisión y neurosensorial), catarata congénita y talla baja (con retraso 
ponderoestatural). Ha presentado varios episodios de infecciones en el tracto urinario 
e hiperpotasemia idiomática durante los primeros 3 meses de vida. Además, padece 
diarrea crónica. 
 
No presenta antecedentes familiares relacionados con la diabetes. Padre sano 
y madre intervenida de cardiopatía congénita a los 5 años. 
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Debido a las características clínicas del paciente se realizó estudio mitocondrial 
que resultó negativo. Posteriores análisis de la región 6q24 y de los genes KCNJ11, 





Varón nacido en 2004, diagnosticado de diabetes neonatal a los 18 días de 
vida y en tratamiento con insulina. Ingresó con deshidratación severa e hiperglucemia 
(1161 mg/dl), glucosuria y cetonuria, diagnosticándose como cetoacidosis diabética 
neonatal. 
 
Parto eutócico a las 35+3 semanas, con un peso al nacimiento de 2800 g. No 
presenta antecedentes familiares de Diabetes. No presenta anticuerpos y la ecografía 
abdominal muestra un páncreas normal.  
 
El análisis de lola región 6q24 y de los genes KCNJ11, ABCC8, INS, FOXP3, 





Varón nacido en 2005. Recién nacido pretérmino  (36 semanas) con bajo peso 
para edad gestacional. Diagnosticado de diabetes neonatal permanente e insuficiencia 
pancreática exocrina junto con la detección de un quiste pancreático. También 





Abuela materna con 8-9 gestaciones que no llegaron a término o con muerte 
neonatal (en todo los casos eran varones). Madre y padre sanos. 
 
El análisis de la región 6q24 y de los genes KCNJ11, ABCC8, INS, FOXP3, 





 Mujer diagnosticada de diabetes neonatal a los 40 días de vida en tratamiento 
con insulina. Hija diagnosticada de diabetes a los 7 meses y también en tratamiento 
con insulina. 
 
El análisis de la región 6q24 y de los genes KCNJ11, ABCC8, INS, GCK y 





 Mujer nacida en 1985 diagnosticada de diabetes neonatal con anticuerpos anti-
IA2 detectables a los tres meses de vida. Edad gestacional 40, y peso al nacimiento 
3750g.  
 
 Esta paciente presenta además hipotiroidismo neonatal con anticuerpos anti-
tiroideos positivos al nacimiento. Desarrollo diarrea acuosa a los 13 meses, por lo que 
se le diagnóstico de enfermedad celiaca (CD) (portaba anticuerpos anti-gliadina 
positivos y una atrofia duodenal parcial). Ha sufrido episodios frecuentes de diarrea 
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acuosa en ausencia de sangre o mucosa. El diagnóstico de CD fue corregido a colitis y 
gastritis colágena a los 15 años. La paciente presento un crecimiento adecuado hasta 
los 4 años, donde comenzó a presentar una disminución de la velocidad, que llego a 
alcanzar talla en -3 DE. 
 





Mujer nacida en 1988, con diabetes neonatal transitoria-recidivante. 
Anticuerpos negativos y en tratamiento con insulina. La diabetes neonatal se 
diagnosticó a los 7 días de vida, y persistió hasta los 3 meses. Nuevo diagnóstico de 
diabetes a los 12 años. Actualmente en tratamiento con insulina, a dosis bajas y con 
un buen control glucémico. Además, presenta encefalopatía, insuficiencia renal y una 
minusvalía por hipoxia cerebral. No tiene antecedentes de diabetes en la familia. 
 
El análisis de la región 6q24 y de los genes KCNJ11, ABCC8, INS y GCK 





Mujer nacida en 2010 diagnosticada de diabetes neonatal a los 10 días de vida 







 Ingresó a los 10 días de vida por fallo de medro. Destaca en su ingreso la 
acidosis metabólica y glucemias de 850 mg/dl. A los 3 años continua en tratamiento 
con insulina sin mostrar ninguna otra alteración.  
 
No presenta antecedentes familiares de diabetes. 
 






Varón nacido en 2011 diagnosticado de diabetes neonatal al nacimiento con 
anticuerpos negativos y en tratamiento con insulina (se intenta tratar con sulfonilureas 
hasta dosis máxima sin respuesta). Presento retraso del crecimiento intrauterino 
detectado en ecografía del tercer trimestre. Debuta a las 18 horas de vida con acidosis 
metabólica y glucemias de más de 800 mg/dl. 
 
Padece además, hipoplasia del arco aórtico, comunicación interventricular y 
estenosis de ramas pulmonares. También anemia y coagulopatía. 
 
Madre con diabetes gestacional en tratamiento con metformina e insulina. 
Presenta además síndrome de Merkersson (inflamaciones orofaciales, parálisis fácil y 
lengua fisurada). Padre con hipotiroidismo en tratamiento sustitutivo. 
 
El análisis de la región 6q24 y de los genes KCNJ11, ABCC8, INS, GCK, y 
GATA6 resultó negativo. 




Figura 6. Pedigrís de las 8 familias candidatas a realizar la secuenciación de exoma 
completo (WES). Los cuadrados corresponden al sexo masculino y los círculos al femenino. 
El caso índice se muestra señalizado con una flecha. Las personas con diabetes se 



































1. ANÁLISIS DE LOS GENES ASOCIADOS A LA DIABETES MONOGÉNICA 
 
Tal y como se ha mencionado previamente, en una primera fase del estudio se 
analizaron los genes KCNJ11, ABCC8 e INS y la región 6q24, conocidos ya por estar 
asociados a la patología. Con el fin de esclarecer la causa de la diabetes en  nuestro 
grupo de pacientes, también se analizaron en algunos casos genes asociados a otros 
síndromes que pueden cursar con diabetes neonatal (por ejemplo el gen FOXP3). 
 
 
1.1. Extracción de ADN 
 
El ADN de cada muestra se extrajo partiendo de sangre periférica y congelada 
a -80ºC hasta el momento de su uso. 
 
La extracción se llevó a cabo mediante el kit comercial QIAamp® Blood Mini 
(Qiagen; Düren, Alemania), siguiendo las especificaciones del fabricante.  
 
Los ácidos nucleicos obtenidos se cuantificaron utilizando NanoDrop® ND-
1000 (Innovadyne Technologies, Delaware, EE.UU.) y el QUBIT dsDNA HS assay kit 
(Invitrogen) junto con el Qubit® 2.0 Fluorometer. Se identificaron las siguientes 
longitudes de onda (λ): 260nm (A260) para los ácidos nucleicos, una unidad de 
densidad óptica (OD) equivalente a 50 μg/ml de ADN de doble cadena o 40 μg/ml de 
ARN; 280nm (A280) para proteínas; y 230nm (A230) para carbohidratos, péptidos, 
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Se calcularon A260/A280 y A260/A230 para determinar la pureza de las 
muestras, siendo el valor óptimo de 1,8 a 2 161. Posteriormente, el ADN se almacenó a 
-20ºC hasta su uso posterior. 
 
 
1.2. Amplificación de los genes mediante PCR 
 
Para la amplificación de los genes a analizar en cada paciente se utilizó la 
técnica de PCR (Polimerase chain reaction) 162. 
 
Esta técnica consta de tres pasos desarrollados a diferentes temperaturas: 
desnaturalización (90-94ºC), unión de cebadores (la temperatura es específica de 
éstos y del fragmento a amplificar), y extensión de la polimerasa (72ºC). A medida que 
avanza la PCR, el mismo ADN sintetizado se emplea como molde para replicarlo, 
poniendo en marcha la reacción en cadena donde el ADN se amplifica 
exponencialmente. Los cebadores empleados para cada gen estudiado y las 
condiciones de PCR específicas se resumen en las Tabla 1 y 4 del Anexo 1. Además, 
cada cebador utilizado tenía una cola M13 (para el forward: 
TGTAAAACGACGGCCAGT y para el reverse: CAGGAAACAGCTATGACC). Esta 
secuencia nos permite usar siempre los mismos cebadores en la secuenciación, 
independientemente del gen que hayamos amplificado. 
 
La verificación de la amplificación por PCR se realizó mediante electroforesis 
horizontal. Los fragmentos migraron en gel de agarosa al 1,5% en tampón TAE (1X) y 
se visualizaron mediante tinción con un agente intercalante de ADN denominado 
gelred. Este agente se inserta entre las cadenas de ADN y al excitarse con luz 




1.3. Secuenciación automática 
 
Para la identificación de mutaciones y cambios en la secuencia de los genes a 
estudio, se empleó la técnica de secuenciación automática basada en el método 
Sanger 163. Para ello, se utilizó el kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
(Applied Biosystems; California, EE.UU) siguiendo las especificaciones del fabricante. 
 
Previo a la secuenciación, el producto de PCR se purificó mediante el kit 
ExoSAP-IT® (USB Corporation; Ohio, EE.UU). Este método permite la eliminación de 
cualquier hebra monocatenaria y deoxinucleósido trifosfato (dNTP) residuales de la 
PCR que puedan interferir en las posteriores reacciones, mediante dos enzimas 
hidrolíticas (exonucleasa I y fosfatasa alcalina).  
 
Posteriormente, se mezcló el producto de PCR purificado con un único cebador 
complementario a la secuencia M13 y se añadió la mezcla del kit BigDye® Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing que contenía, la enzima Taq DNA polimerasa, dNTPs y 
dideoxinucleótidos trifosfato (ddNTPs), dNTPs que carecen del grupo hidroxilo en el 
carbono 3’. Debido a que la polimerasa necesita este grupo hidroxilo para formar un 
enlace fosfodiéster y así poder agregar el siguiente dNTP, la ausencia de este grupo 
conlleva el fin de la síntesis de la hebra. Los ddNTPs están marcados con 
fluorocromos, uno diferente para cada uno de ellos (ddATP, ddTTP, ddCTP y ddGTP). 
Se realizaron 2 reacciones de secuenciación por cada amplicón, una en sentido 
directo (con el primer forward con cola M13: TGTAAAACGACGGCCAGT) y otra en 
sentido contrario (con el primer reverse con cola M13: CAGGAAACAGCTATGACC). 
 
Los fragmentos obtenidos en la secuenciación se purificaron mediante 
precipitación con etanol/EDTA/acetato sódico según el protocolo de Applied 
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Biosystems (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Protocol). Esta purificación 
permite la eliminación del exceso de ddNTPs marcados, para que luego, al incidir con 
el láser, no interfieran en la emisión de la señal. 
 
Finalmente, las diferentes hebras de ADN se separaron basándose en el 
tamaño/carga, mediante una electroforesis capilar. Los diferentes fragmentos se 
detectan mediante la emisión de las diferentes longitudes de onda por parte de los 
fluorocromos al ser excitados por el láser. La electroforesis capilar se realizó en un 
secuenciador automático ABI PRISM 3130 XL y los cromatogramas obtenidos fueron 
analizados mediante el programa Sequencing analysis v5.2 y SeqScape v3.1 (Applied 
Biosystems, California, EE.UU). 
 
 
1.4. Estudio de la región 6q24 
 
Un total del 70% de las diabetes neonatales transitorias son causadas por la 
sobreexpresión de los genes paternos en la región cromosómica 6q24 56. En la 
actualidad, se conocen tres mecanismos por los que se desencadena: la isodisomía 
paterna del cromosoma 6, la duplicación paterna de la región 6q24 y los defectos en la 
metilación del cromosoma materno. 
 
Para el estudio de aquellos pacientes cuya sospecha de diabetes podía estar 
asociada a esta región, se emplearon tres técnicas distintas: el análisis de 
microsatélites por PCR fluorescente, la PCR múltiple cuantitativa de fragmentos 







1.4.1. Análisis de microsatélites por PCR fluorescente para el estudio de isodisomía 
paterna de la región 6q24 
 
La isodisomía se define como la presencia de dos cromosomas procedentes 
del mismo progenitor, por lo que para descartarla recurrimos al análisis de 
microsatélites. 
 
Para la detección de la isodisomía se analizaron varios microsatélites de la 
región de interés mediante PCR fluorescente con el fin de establecer qué tipo de 
herencia habia recibido el paciente. Para ello, se estudiaron tanto el caso índice como 
los progenitores. 
 
Los microsatélites o STR (Short Tandem Repeats) son secuencias de ADN 
altamente polimórficas presentes en todo el genoma humano. Pueden estar 
compuestos de repeticiones en tándem de hasta cinco nucleótidos, por lo que el 
número variable de estas repeticiones da lugar a una alta tasa de heterocigosidad del 
marcador 164.  
 
Mediante la PCR fluorescente de diferentes microsatélites a lo largo del 
cromosoma 6 descartamos cualquier isodisomía en este locus. Esta tecnología difiere 
de la PCR convencional en que uno de los cebadores usados para la amplificación es 
marcado fluorescentemente con el fluoróforo FAM (6-carboxifluoresceína) en su 
extremo 5' permitiendo la determinación precisa del tamaño de los productos 
amplificados mediante electroforesis capilar. Determinando el tamaño preciso de cada 
microsatélite en cada familiar, podemos establecer que patrón de herencia ha recibido 
el caso índice, es decir, que alelo ha recibido de cada progenitor. 
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Para cada caso con sospecha de diabetes neonatal asociada a alteraciones en 
la región 6q24, analizamos 10 microsatélites tanto en el caso índice como en sus 
padres. La electroforesis capilar se realizó en el secuenciador ABI3130xl (Genetic 
Analyzer Applied Biosystems, California, EE.UU.) y los resultados se analizaron el 
software de análisis de microsatélites GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems). 
 
Los microsatélites analizados y la localización a lo largo del cromosoma 6 se 
detallan en la Tabla 2 del Anexo 1. Los cebadores que se utilizaron y las condiciones 
para la PCR se detallan en la Tabla 3 del Anexo 1. 
 
 
1.4.2. PCR múltiple cuantitativa de fragmentos fluorescentes cortos para el estudio de 
duplicaciones en la región 6q24 
 
La PCR múltiple cuantitativa de fragmentos fluorescentes cortos (QMPSF, 
Quantitative Multiplex PCR of Short fluorescent Fragments) se basa en la amplificación 
simultánea de varios genes o regiones diana marcados de manera fluorescente 165.  
 
Los perfiles fluorescentes de las regiones de interés obtenidos se comparan 
frente a perfiles fluorescentes de regiones o amplicones usados como control. De esta 
manera, los cambios cuantitativos de una secuencia se pueden detectar simplemente 
mediante el aumento o disminución de los perfiles fluorescentes. Un aumento en los 
picos de los perfiles obtenidos supondría una duplicación en dicha región, mientras 
que una disminución supondría una deleción de la misma. 
 
En nuestro caso, se analizaron 4 fragmentos del cromosoma 6 junto con un 
amplicón en otro cromosoma usado como control para la detección de los cambios 
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cuantitativos. Los cebadores que se utilizaron y las condiciones para la PCR se 
detallan en la Tabla 3 del Anexo 1. 
 
 
1.4.3. Enzimas de restricción sensibles a la metilación para el estudio de alteraciones 
de la metilación en el cromosoma 6 materno 
 
Para la detección de alteraciones en la metilación del cromosoma materno, se 
utilizaron enzimas de restricción sensibles a la metilación. Se realizaron dos 
reacciones independientes: en la primera, el ADN se digió con una enzima no sensible 
a la metilación (digiere independientemente del estado de la metilación); en la segunda 
reacción, el ADN se digirió con una enzima sensible a la metilación (únicamente 
digiere cuando no existe metilación). Posteriormente se realizó una PCR convencional 
de cada digestión y los resultados se observaron en un gel de agarosa. 
 
Partiendo de la base de que únicamente obtendremos un amplificado en la 
reacción de PCR donde no haya ocurrido la digestión, podemos deducir si la región de 
interés esta metilada o no. La primera reacción de digestión realizada nos servirá de 
control de la técnica, ya que en ella la digestión ocurrirá siempre independientemente 
del estado de metilación y por tanto no obtendremos ningún amplicón. Por otro lado, si 
en la segunda reacción obtenemos un amplicón producto de la PCR realizada, 
podremos deducir que no ha ocurrido ninguna digestión en el paso previo y que por 
tanto, la región está metilada, ya que el enzima de restricción utilizado únicamente es 
capaz de digerir la región si esta está sin metilar. Por el contrario, si no existe 
amplicón, la digestión habrá ocurrido, por lo que podremos deducir que esa región no 
estaba metilada. 
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En nuestro caso, las enzimas utilizados fueron HapII, que únicamente digiere 
cuando no existe metilación, y el enzima MspI, que digiere independientemente del 
estado de la metilación. 
 
Los cebadores que se utilizaron y las condiciones para la PCR se detallan en la 
Tabla 3 del Anexo 1. 
 
 
1.5. Predicción in silico de las variantes detectadas 
 
Mediante el uso de programas bioinformáticos se puede predecir el efecto 
funcional que pueden tener las mutaciones sobre un gen o proteína. Para elucidar si 
las variantes identificadas mediante la secuenciación del exoma podrían tener un 




1.5.1. Variantes missense 
 
Para predecir los posibles efectos patogénicos de las alteraciones detectadas 
que generan un cambio de aminoácido en la proteína, se utilizaron tres softwares: 
PolyPhen, SIFT y MutationTaster. 
 
§ PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/): es una herramienta que predice 
el efecto que una sustitución de un aminoácido puede tener en la estructura y 
función de una proteína. Las predicciones tienen en cuenta la filogenia de la 
proteína y la información estructural que existe sobre ella 166. Es decir, establece el 
posible impacto de la sustitución en base a la importancia de la región (dominio) 
  
 97 
donde ocurre dicha alteración y en base al impacto que pudiera tener en proteínas 
homologas. Los resultados de PolyPhen se clasifican como: benigno, posiblemente 
perjudicial, probablemente perjudicial o desconocido. 
 
§ SIFT (http://blocks.fhcrc.org/sift/SIFT.html): este software calcula el posible impacto 
de la sustitución teniendo en cuenta el nivel de conservación de dicha región. Es 
decir, realiza múltiples alineamientos con proteínas similares o secuencias 
proteicas que puedan compartir función para ver si la región alterada esta 
conservada evolutivamente 167. En base al grado de conservación, establece si la 
alteración es tolerable o deletérea. 
 
§ MutationTaster (www.mutationtaster.org/): este software integra información de 
diferentes bases de datos (Ensembl, UniProt, ClinVar, ExAC, 1000 Genomes 
Project, phyloP, phastCons) 168. Además de tener en cuenta si la región en la que 
se encuentra la alteración está evolutivamente conservada, analiza el posible 
efecto de la mutación a nivel protéico y a nivel de ARN mensajero. 
 
 
1.5.2. Variantes en regiones promotoras 
 
Las células eucariotas traducen la información del ADN y sintetizan las 
proteínas mediante un proceso denominado transcripción. Los promotores son 
secuencias localizadas normalmente en el inicio del gen, que tienen un papel crucial 
en este proceso. En los promotores se localizan motivos funcionales, tales como la 
caja-TATA, caja-GC, caja-CAAT y el sitio de inicio de la transcripción, que funcionan 
como sitios de unión para diversos factores de transcripción y otras proteínas 
necesarias para el proceso.  
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Para predecir si las variantes detectadas en estas regiones pudieran tener 
algún efecto sobre el nivel de transcripción, se utilizó el programa Neural Network 
Promoter Prediction (www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html). Este programa 
proporciona un listado de lugares de unión potenciales de diferentes factores de 
transcripción 169 y predice si la alteración podría alterar alguno de ellos. 
 
 
1.5.3. Variantes en zonas de splicing (corte y empalme entre exones) 
 
El empalme alternativo (alternative splicing), es un proceso por el cual el ARN 
obtenido de la transcripción sufre una serie de modificaciones con el objetivo de 
producir distintas isoformas de una misma proteína. De forma general, las 
modificaciones son eliminaciones o retenciones de las secuencias codificantes del 
gen. Las isoformas generadas, pueden tener funciones diferentes, incluso opuestas. 
Este mecanismo tiene lugar gracias a una compleja regulación donde intervienen 
múltiples proteínas, que realizan su función gracias a que reconocen secuencias 
específicas que marcan el lugar de corte y empalme. 
 
Para predecir los posibles efectos funcionales resultantes de las variantes 
localizadas en estas regiones de corte y empalme (splice-site) se utilizaron NatGene2 
versión 2.42 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2) y Neural Network Splice Site 
Prediction (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html). 
 
§ NatGene2: en base a la secuencia nucleotídica, el programa predice los lugares de 
corte y empalme. Comparando los lugares potenciales de corte y empalme de la 
secuencia normal y de la secuencia alterada, podemos establecer si las regiones 




§ Neural Network Splice Site Prediction: reconoce las regiones aceptoras y 
donadoras necesarias para el corte y empalme. Predice si las alteraciones podrían 
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2. BÚSQUEDA DE NUEVOS GENES 
 
Como se ha indicado previamente, a la hora de identificar nuevos genes 
asociados a la diabetes monogénica se empleó la secuenciación de exoma completo 
en aquellos pacientes cuyo diagnóstico permanecía sin esclarecer después de analizar 
los genes conocidos asociados a la enfermedad.  
 
 
2.1. Secuenciación del exoma completo (WES, Whole Exome Sequencing) 
 
El exoma se define tradicionalmente como la secuencia del genoma que 
engloba todos los exones de los genes que codifican proteínas, y que dependiendo de 
la especie supone alrededor de 1-2% del genoma 170. Hasta hace relativamente poco, 
la técnica usada para analizar alteraciones en cualquier región del exoma era la 
secuenciación Sanger. A nivel clínico, en casos con una sospecha clara sobre la 
localización de la región alterada, sigue siendo una técnica valida y efectiva. Sin 
embargo, en casos en que la patología puede deberse a diferentes alteraciones en 
diferentes genes, y la relación entre el genotipo y el fenotipo no es muy clara, el 
proceso de diagnóstico puede ser lento y costoso mediante la técnica Sanger. Las 
tecnologías de secuenciación que se han desarrollado recientemente, denominadas 
“secuenciación de nueva generación” (NGS, Next generation sequencing) nos 
permiten secuenciar todo el exoma de manera simultánea en lugar analizar cada 







Existen varias plataformas tecnológicas para realizar la secuenciación de 
nueva generación y aunque cada una de ellas tiene características específicas, todas 
incluyen los siguientes procesos (Figura 7): 
 
1. Obtención de la librería (preparación de ADN molde, hibridación y captura) 
2. Amplificación de la librería 
3. Secuenciación 
4. Análisis de los datos obtenidos 
 
 
Figura 7. Representación esquemática de los pasos principales a seguir en la 
secuenciación de exoma completo. Bamshad M. et al (2011) 171. 
 
 
En nuestro caso, la secuenciación del exoma de las 8 familias se llevó a cabo 
mediante la tecnología de Illumina. La captura y enriquecimiento del exoma se realizó 
mediante el Nextera Rapid Capture Expanded exome enrichment (Illumina Inc., San 
Diego, CA, USA), que incluye entre las regiones diana zonas UTR (Untranslated 
region) y miARN además de las regiones codificantes. Posteriormente, la 
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secuenciación se llevó a cabo en un HiScanSQ (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) 
con el objetivo de generar lecturas pares de 75pb.  
 
 
2.1.1. Obtención de la librería: Preparación y captura del exoma 
 
Sería el proceso por el cual conseguimos obtener únicamente las regiones 
codificantes partiendo del ADN genómico. La tecnología Nextera de Illumina realiza 
varios pasos para ello (Figura 8): 
 
1. Fragmentación del ADN genómico. La tecnología Nextera utiliza la fragmentación 
enzimática mediante complejos denominados transposomas (Figura 8A). Las 
transposasas, enzimas que forman parte de esos complejos, fragmentan el ADN 
genómico de manera aleatoria en segmentos cortos. 
 
2. Unión de adaptadores. Las mismas enzimas, además de fragmentar el ADN, 
añaden secuencias cortas a cada lado de los fragmentos que son 
complementarios a los cebadores que se utilizan para amplificar los fragmentos 
mediante PCR (Figura 8A). 
 
3. PCR. Esta PCR tiene como objetivo amplificar los fragmentos generados, y añadir 
una nueva tanda de secuencias a cada fragmento. Por un lado, se añaden las 
secuencias necesarias para la posterior secuenciación (denominadas index1 e 
index2 en la Figura 8A) y que se utilizan para identificar a que muestra pertenece 
la secuencia. Estas secuencias “Index” permiten la secuenciación conjunta de 
hasta 96 muestras diferentes 172,173. Por otro lado, se añaden también unos 
adaptadores comunes (denominados P5 y P7 en la figura 8A), que son 
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complementarios a los cebadores que recubren la fase sólida en la que 
inmovilizaremos los fragmentos de nuestra librería.  
 
4. Captura del exoma. Una vez realizada la PCR, obtendríamos un conjunto de 
fragmentos generados aleatoriamente, cada uno con los adaptadores 
correspondientes añadidos. Sin embargo, tendríamos fragmentos de todo el 
genoma, por lo que este paso de captura es necesario para quedarnos únicamente 
con las regiones que nos interesa secuenciar. Se divide en los siguientes pasos: 
 
a. Desnaturalización del ADN de doble cadena. (Figura 8B). 
 
b. Hibridación. En este paso, sondas biotinizadas se hibridarán a las hebras 
de ADN simple obtenidas en el paso previo. Estas sondas reconocen 
específicamente las regiones diana que queremos secuenciar (Figura 8C). 
 
c. Enriquecimiento o captura de las regiones de interés. Gracias a que las 
sondas solo se hibridarán a las secuencias que nos interesa capturar, y que 
están biotinizadas, en este paso conseguimos “purificar” nuestras regiones 
de interés. Se añaden bolitas magnéticas de estreptavidina, que se unirán a 
la biotina que llevan las sondas (Figura 8D). Posteriormente, las bolitas se 
capturan de forma magnética (Figura 8E). Junto con las bolitas, estamos 
capturando las sondas biotinizadas, que a su vez van unidas a nuestras 
secuencias de interés. Las posibles uniones no específicas que se hayan 
podido generar en el proceso se eliminan mediante lavados por calor. Los 
fragmentos de ADN capturados se eluyen entonces para separarlos de las 
bolitas y volver a repetir el proceso, con el objetivo de maximizar la captura. 
De esta manera, obtendríamos una librería formada por fragmentos de 
secuencias codificantes (exoma). 








Figura 8. Resumen gráfico de la técnica empleada por Illumina para la preparación y 
captura del exoma. Illumina 174. 
 
 
2.1.2. Inmovilización y amplificación de la librería 
 
Este proceso tiene como objetivo amplificar la librería que hemos obtenido en 
el paso previo, para facilitar la secuenciación. Para ello, la tecnología de Illumina 
realiza dos pasos principales: 
 
1. Inmovilización de la librería. El ADN molde obtenido se inmoviliza en una superficie 
sólida de vidrio (Figura 9). Esta inmovilización es posible gracias a los adaptadores 
comunes P5 y P7 añadidos previamente a los fragmentos de ADN. Estos 
adaptadores son complementarios a unos oligonucleótidos que recubren el fondo 
de dicha superficie sólida. 
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2. Amplificación de la librería. En este segundo paso, se lleva a cabo la amplificación 
“en puente”, que permite la creación de hasta 1000 copias de cada molécula unida 
a la fase sólida. De nuevo, gracias a los adaptadores P5 y P7, los fragmentos de 
ADN que los portan se hibridarán a los oligonucleótidos que recubren la fase sólida 
formando una especie de puente como se puede observar en la Figura 9. A su vez, 
los oligonucleótidos que recubren la fase sólida son además utilizados como 





Figura 9. Representación gráfica del proceso de inmovilización de la librería y posterior 




2.1.3. Secuenciación del exoma 
 
Una vez que se ha amplificado la libreria, se procede a la secuenciación, que 
en este caso se realiza mediante la tecnología de secuenciación por síntesis (SBS, 
Sequencing By Synthesis). Esta tecnología usa cuatro nucleótidos marcados de 
manera fluorescente para la secuenciación en paralelo de todos los moldes unidos a la 
superficie sólida. En cada ciclo, un único dNTP es añadido a la cadena que se está 
generando. La marca fluorescente sirve como terminación de la polimerización, por lo 
que después de cada incorporación de un dNTP, la fluorescencia es escaneada para 
la identificación de la base añadida y la marca fluorescente es eliminada 
enzimáticamente para permitir la incorporación del siguiente nucleótido. 
 
 
2.2. Análisis bioinformático de la secuenciación de exoma completo y la 
identificación de nuevos genes candidato 
 
Las tecnologías de secuenciación de nueva generación nos permiten obtener 
un enorme volumen de datos, cuyo análisis requiere herramientas informáticas 
sofisticadas además de conocimientos en biología computacional.  
 
El análisis de los datos obtenidos mediante NGS es un proceso complejo, 
especialmente teniendo en cuenta las longitudes de lectura corta que se generan 
(75pb en nuestro caso) y el enorme volumen de datos que se obtiene. Se debe realizar 
un complejo mapeo de las secuencias de cada uno de los individuos contra una 
secuencia de referencia para poder identificar las variantes en los individuos 
analizados y, posteriormente, se emplean distintos tipos de controles para filtrar esas 
variantes. Todo ello, precisa de una infraestructura bioinformática compleja, no sólo 
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capaz de facilitar este filtrado de información, sino también de aclarar si las 
mutaciones producen cambios de aminoácidos en la proteína resultante, si son o no 
conocidas previamente, si se ubican en zonas no codificantes del gen, etc. 
 
Para el análisis de nuestros datos se utilizó la herramienta web Whole-Exome 
sequencing Pipeline web tool  (WEP) 174.  
 
En resumen, esta herramienta realiza los siguientes procesos (Figura 10): 
 
1. Control de calidad: descarta aquellas regiones que no se han secuenciado 
apropiadamente en base a una serie de índices de calidad. 
 
2. Alineamiento de las secuencias: las secuencias obtenidas se comparan con una 
secuencia de referencia. En nuestro caso, la secuencia de referencia utilizada fue 
UCSC GRCh37/hg19. 
 
3. Identificación de las variantes: la herramienta identifica todas las posiciones del 
cromosoma que son diferentes a la secuencia de referencia. 
 
4. Anotación de las variantes: la herramienta realiza búsquedas sobre las variantes 
identificadas en diferentes bases de datos (posición cromosómica de la variante, 







Figura 10. Representación esquemática del proceso de análisis de datos del exoma que 
realiza la herramienta web WEP. 
 
 
Con el objetivo de identificar variantes potencialmente patológicas, las 
variantes localizadas fuera de las regiones exónicas, las variantes sinónimas y las 
variantes con un MAF>0.05 fueron descartadas (Figura 11). Además, las variantes que 
apareciesen anotadas en las bases de datos 1000 genomes o dbSNP también fueron 
descartadas. Finalmente, siguiendo una estrategia de priorización de variantes de 
novo, excluimos todas las variantes heredadas contrastando las variantes del índice 
contra las detectadas en el exoma de sus padres. En el caso de una familia en la que 
la madre también presentaba diabetes, optamos por reducir el listado de variantes 
únicamente a las que el caso índice había heredado por vía materna. 
 
La predicción del efecto funcional de las variantes identificadas se realizó 
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Inicialmente, se preseleccionaron aquellas variantes para las que al menos dos 
software predecían un impacto patogénico. Posteriormente, se realizó una búsqueda 
de información sobre los genes en los que se localizaban dichas variantes utilizando el 
software David functional annotation. Se trata de un software que realiza búsquedas 
de todo tipo: ontología del gen (descripción y atributos del producto génico), rutas 
metabólicas en las que están implicados los genes, enfermedades asociadas, etc. 
 
Finalmente, se seleccionaron las variantes localizadas en genes relacionados 
con el metabolismo de la glucosa, el desarrollo del páncreas, y con otras funciones 
potencialmente importantes para la patogénesis de la enfermedad. Las presencia de 
estas variantes seleccionadas fue confirmada mediante la secuenciación automática 
Sanger en un ABI3130xl Genetic Analyzer (Life Technologies, Waltham, MA, USA). 
Los cebadores que se utilizaron y las condiciones para la PCR se detallan en la Tabla 
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3. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE LA VARIANTE DETECTADA EN EL GEN 
STAT3 
 
Una vez seleccionadas las variantes potencialmente patogénicas, se realizaron 
estudios funcionales en modelos in vitro de célula β pancreática para caracterizar su 
impacto funcional en las mismas. Para ello, se realizaron una serie de experimentos 
basados en la mutagénesis dirigida, clonación y amplificación del producto y 
caracterización funcional de la variante.  
 
 
3.1. Mutagénesis dirigida 
 
Consiste en generar mutaciones específicas en lugares concretos de la 
secuencia empleando para ello oligonucleótidos que comprenden la mutación de 
interés. Para ello se empleó el kit QuikChange® II Site-Directed Mutagenesis (Agilent 
technologies) que permite introducir mutaciones puntuales, deleciones o inserciones 
en una secuencia de ADN. 
 
Partimos de un vector de ADN de doble hebra resistente a antibiótico 
(kanamicina en nuestro caso) y con el inserto del gen STAT3 wild-type (RC215836, 
OriGene Technologies) (Figura 12). Mediante el uso de una pareja de cebadores que 
contienían la mutación y que era complementaria a la región del inserto donde 
interesaba introducir la mutación, se realizó una PCR. La extensión de los cebadores 
generó plásmidos mutados. La digestión posterior con la endonucleasa DpnI, 
específica para el ADN metilado y hemimetilado, se utilizó para digerir el ADN molde 





Una vez obtenido el plásmido mutado, se transformó en células competentes 
Escherichia coli-DH5α, que se sembraron en LB agar (Pronadisa) suplementado con 
kanamicina y se dejaron crecer a 37ºC durante toda la noche. Como únicamente 
crecen las bacterias que hayan incorporan el plásmido y por tanto hayan ganado la 
resistencia a la kanamicina, al día siguiente se seleccionó una colonia y se dejó 




Figura 12. Representación grafica del vector utilizado para el proceso de mutagénesis. 
 
 
3.2. Extracción de ADN plasmídico 
 
Una vez obtenida la cantidad necesaria de bacterias que contienían nuestro 
plásmido de interés (OD600 =3), se extrajo el ADN plasmídico mediante el kit QIAGEN 
Plasmid Mini (Qiagen; Düren, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. En 
resumen, las bacterias se centrifugaron para obtener un lisado que posteriormente se 
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hizo pasar por una columna de resina de intercambio de aniones, donde el ADN 
plasmídico se une selectivamente en condiciones de pH bajo y baja concentración de 
sal. Posteriormente, se eluyó mediante un tampón con altas concentraciones de sal, 
que se eliminaron después mediante precipitación con isopropanol. 
 
El ADN obtenido se secuenció en un ABI3130xl (Life Technologies, Waltham, 
MA, USA) para verificar que la inserción de la mutación fue la adecuada. Los 




3.3. Cultivo de líneas celulares 
 
 Para llevar a cabo todos los ensayos in vitro se usaron la línea de insulinoma 
de rata INS-1E 176 y la línea de célula β pancreática humana ENDOC-βH1 177. 
 
La línea INS-1E se cultivó en medio RPMI 1640 suplementado con 10 mM 
HEPES, 10%  de suero fetal bovino inactivado por calor (FBS, heat-inactivated fetal 
bovine serum), 100 U/mL penicilina, 100 μg/mL estreptomicina, 1 mM piruvato sódico, 
y 50 μM 2-mercaptoetanol. Para las transfecciones se utilizó el mismo medio pero sin 
antibióticos. 
 
La línea EndoC-βH1, se cultivó en DMEM con 5.6 mM glucosa, 2% albúmina 
de suero bovino (BSA; bovine serum albumin) (Roche Diagnostics), 50 μM 2-
mercaptoetanol, 10 mM nicotinamida (Calbiochem), 5.5 μg/ml transferrina (Sigma-
Aldrich), 6.7 ng/ml selenito de sodio (Sigma-Aldrich), 100 U/ml penicilina, y 100 μg/ml 
estreptomicina. El mismo medio pero con un 1% FBS y sin BSA ni antibióticos se usó 




3.4. Transfección de plásmidos para la sobreexpresión génica  
 
La transfección consiste en introducir material genético en el interior de las 
células mediante vectores u otras herramientas.  
 
Existen diferentes métodos para llevar a cabo la transfección: los métodos 
físicos, basados en la introducción mecánica de las moléculas en el interior de la 
célula (microinyección directa y electroporación); o los métodos químicos, basados en 
la formación de complejos que las células sean capaces de adquirir e incorporar, bien 
sea directamente mediante la ruta endocítica (fosfato cálcico) o por afinidad a las 
membranas (lipofección). En nuestro caso empleamos la lipofección. Se basa en la 
formación de complejos entre lípidos catiónicos y el ADN. El complejo se fusiona con 
la membrana plasmática y permite la entrada del ADN en el citosol. Esta técnica se 
llevó a cabo mediante Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent (Invitrogen, Paisley, 
UK), siguiendo las especificaciones del fabricante. 
 
Para nuestro estudio, las células INS-1E se tripsinizaron 72 horas antes de la 
transfección y se sembraron en placas de cultivo tratadas de 24 pocillos. Se 
sembraron unas 100.000 células por pocillo, para que en el momento de la 
transfección la confluencia de las células fuese de alrededor del 70%. Una vez 
transfectadas se incubaron en un incubador de CO2 al 5% y a 37ºC de temperatura 
durante toda la noche. Al día siguiente se les reemplazó el medio de transfección por 
el medio de cultivo normal y se incubaron durante 48 horas más o tras 36 horas se 
trataron con interleucina 6 (IL-6) (20ng/ml) durante 12 horas. 
 
 




Para la determinación de la expresión de proteínas se empleó la tecnología 
Western blot. 
 
La separación de proteínas se realizó en un gel de acrilamida al 8% y la 
consiguiente transferencia a membrana de nitrocelulosa mediante la Trans-blot® 
turboTM transfer system de BioRad siguiendo las especificaciones del fabricante. 
Posteriormente la membrana se bloqueó durante una hora con leche al 5% diluida en 
TBST (100mM Tris.HCl, 1.5M NaCl, 0.5% Tween-20, pH 7.5) y se incubó toda la 
noche con un anticuerpo primario específico de la proteína de interés. Después de 
esta incubación, se realizaron una serie de lavados con TBST, con el objetivo de 
retirar el anticuerpo que no se hubiera unido a la membrana, y se realizó una segunda 
incubación, en este caso con un anticuerpo secundario. Este anticuerpo reconoce el 
anticuerpo primario y esta conjugado con la enzima peroxidasa, que permite la 
revelación de las bandas protéicas añadiendo simplemente un sustrato. Las bandas 
inmunoreactivas se revelaron mediante el SuperSignal West Femto chemiluminescent 
substrate (Thermo Scientific, Chicago, IL, USA) y se visualizaron con Bio-Rad 
Molecular Imager ChemiBoc XRS with ImageLab software (BioRad, Hercules, CA, 
USA). 
 
 Los anticuerpos utilizados eran específicos para la detección STAT3 total (sc-
482; Santa Cruz Biotechnologies, Dallas, TX), STAT3 fosforilado (#9507; Cell 
Signaling, Danvers, MA), Isl-1 (sc-390793; Santa Cruz Biotechnologies), insulina 





3.6. Ensayo de luciferasa  
 
El ensayo de luciferasa es una herramienta que permite monitorizar la actividad 
promotora en el control de la expresión génica. Se utilizan vectores que contienen la 
secuencia codificante de la luciferasa bajo el control de un promotor que tendrá 
dominios de unión al factor de transcripción que nos interese analizar. De esta 
manera, la luciferasa se transcribirá únicamente en el caso de que el factor de 
transcripción se una al promotor. La luciferasa cataliza una reacción enzimática que 
genera luz, por lo que podemos cuantificar la actividad del factor de transcripción 
mediante un luminómetro.  
 
 
Figura 13. Representación gráfica del ensayo de luciferasa. 
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Para el ensayo, se transfectaron las células con el plásmido STAT3-WT o con 
el STAT3-mutado. Además de estos plásmidos, las células se co-transfectaron con 
otro dos plásmidos: un plásmido que contenía el gen de la luciferasa firefly bajo el 
control del promotor que reconoce STAT3; y un plásmido que llevaba un gen luciferasa 
distinto al usado previamente (luciferasa Renilla) bajo el control de un promotor 
constitutivo (Figura 13). El plásmido que porta la luciferasa Renilla se expresara de 
manera constante y nos permite usarlo como medida de control para la eficiencia de la 
transfección. El plásmido que porta la luciferasa firefly, únicamente se expresara si el 
STAT3 interacciona con el promotor al que está asociado la luciferasa. Por tanto, la 
luciferasa se transcribirá en la célula de manera proporcional a como lo haría el gen 
que regula el promotor que queremos estudiar. 
 
Posteriormente las células se sometieron a una sustancia que provoca la lisis 
celular, dejando libre la luciferasa que se hubiera expresado. Añadiendo el sustrato 
adecuado, la luciferasa cataliza la reacción de la luciferina y ATP formando AMP, 
oxiluciferina y luz. La luz emitida se cuantificó mediante un luminómetro, 
permitiéndonos establecer los niveles de actividad. 
 
Para el ensayo de luciferasa, la línea INS-1E fue co-transfectada con 200ng del 
STAT3-responsive dual firefly/Renilla luciferase Cignal reporter (Qiagen). La actividad 
de la luciferasa se determinó mediante el kit comercial Dual-Luciferase Reporter Assay 








3.7. Extracción de ARN y retrotranscripción 
 
La extracción de ARN se realizó por medio del kit comercial RNeasy Mini 
(Qiagen) siguiendo las especificaciones del fabricante. 
 
El ARN obtenido se cuantificó utilizando el NanoDrop® ND-1000 (Innovadyne 
Technologies, Delaware, EE.UU.) y se calcularon los valores A260/A280 y A260/A230 
para determinar la pureza de las muestras, siendo el valor óptimo de entre 1,8 y 2 161. 
El ARN se almacenó a -80ºC hasta su uso. 
 
Una vez extraído el ARN, el siguiente paso fue obtener el ADN complementario 




3.8. Análisis de expresión mediante ensayos Taqman 
 
La sonda TaqMan está formada por un fluoróforo unido covalentemente al 
extremo 5 'de un oligonucleótido, y un desactivador de fluorescencia (quencher) en el 
extremo 3'. 
 
Cada sonda está diseñada de manera que hibrida con una región específica de 
ADN y que va a ser amplificada por un conjunto específico de cebadores. A medida 
que la Taq polimerasa sintetiza la cadena, la actividad exonucleasa de esta misma 
degrada la sonda. La degradación separa el fluoróforo, rompiendo así la proximidad 
entre éste y el quencher, permitiendo así la emisión de fluorescencia. La fluorescencia 
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detectada es directamente proporcional a la cantidad de fluoróforo liberado y, por lo 
tanto, a la cantidad de ADN molde presente en la PCR. 
 
La expresión de Isl-1, PAX6, LMX1A, INS-1 e INS-2 de rata e INS humano se 
determinó mediante esta técnica usando Taqman Gene expression Assays (Life 
Technologies) en una máquina de PCR a tiempo real (Eco Real Time PCR machine, 
Illumina). Los valores de expresión fueron corregidos por los genes gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (para rata) o β-actina (para humano) y por la 
expresión de STAT3 para controlar las posibles desviaciones derivadas de la eficiencia 
de la transfección. Las referencias de todos los Taqman Gene expression Assays 
utilizados se detallan en la Tabla 7 del Anexo 1. 
 
 
3.9. Análisis de la secreción de insulina 
 
  Mediante la estimulación de las células bajo diferentes concentraciones de 
glucosa y/o fármacos que potencian la secreción de insulina, podemos evaluar la 
capacidad de respuesta insulínica de las células β pancreáticas. La insulina es la 
hormona primaria responsable del control del metabolismo de la glucosa, y su 
secreción se rige por la concentración de glucosa plasmática 99. 
 
Para la determinación de la secreción de insulina, las líneas celulares INS-1E y 
ENDOC-βH1 se incubaron durante una hora o toda la noche respectivamente en un 
medio sin glucosa. Posteriormente, las células se incubaron en la solución Krebs-
Ringer suplementada con diferentes concentraciones de glucosa. La solución Krebs-




Después, las células INS-1E se incubaron durante 30 minutos en la solución 
Krebs-Ringer (KRB, Krebs-Ringer Buffer) suplementada con 1.67 mM, 16.7 mM o 16.7 
mM glucosa + 10 µM Forskolina (compuesto que incrementa los niveles de AMP 
cíclico, molécula clave en las respuestas hormonales como la de la insulina). Las 
ENDOC-βH1 se incubaron durante una hora en la solución Krebs-Ringer con 0 mM, 20 
mM or 20 mM glucosa + 10 µM forskolina. Finalmente, se procedió a la recogida del 
sobrenadante para medir la insulina secretada al medio, y de las células para medir el 
contenido intracelular de insulina. 
 
Las mediciones de los niveles de insulina se realizaron mediante un kit 
comercial de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) específico para la 
insulina de rata y de humano (Mercodia, Uppsala, Sweden). Los resultados obtenidos 
se normalizaron por el contenido intracelular de insulina determinado a partir de los 
lisados celulares recogidos y por la eficiencia de la transfección del gen STAT3. Para 
la normalización del contenido de insulina, también se determinó el contenido de 




3.9.1. Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA) 
 
El ELISA usado en nuestro caso es un inmunoensayo enzimático que utiliza la 
técnica de sándwich directo. Consta de dos anticuerpos monoclonales dirigidos contra 
determinantes antigénicos separados de la molécula de insulina. 
 
En una placa específica para este tipo de ensayos, que tenía fijado el 
anticuerpo anti-insulina, se añadieron las muestras y los estándares necesarios para 
realizar la curva patrón. Seguidamente se les añadió un anticuerpo anti-insulina 
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conjugado con peroxidasa. La insulina presente en la muestra se uniría a los 
anticuerpos anti-insulina unidos al pocillo de la muestra, mientras que los anticuerpos 
anti-insulina conjugados con peroxidasa también se unirían a la insulina al mismo 
tiempo. Después de varios lavados para eliminar los anticuerpos no marcados con 
enzima, se añadió substrato marcado con 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), que se 
une a los anticuerpos conjugados. Se añadió ácido al pocillo para detener la reacción y 
el punto final colorimétrico se leyó en un espectrofotómetro ajustado a la longitud de 
onda de luz apropiada. 
 
 
3.9.2. Ensayo de BCA  
 
El ensayo de proteínas BCA es un ensayo basado en el ácido bicinconínico 
(BCA) para la detección colorimétrica. El producto de reacción de color morado que se 
genera exhibe absorbancia a 562nm que es casi lineal con concentraciones de 
proteína crecientes en un amplio intervalo de trabajo (20-2000μg/ml). 
 
En nuestro caso, las concentraciones de proteína se determinaron en 
referencia a concentraciones estándares de BSA. Se prepararon una serie de 
diluciones de concentración conocida a partir de la proteína BSA y se ensayaron junto 
con las muestras desconocidas para determinar la concentración de cada muestra en 
base a la curva estándar.  
 
 
3.10. Inmunoprecipitación de cromatina 
 
La inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP, Chromatin Immunprecipitation) 
es un método que permite el estudio de las interacciones entre proteínas específicas o 
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formas modificadas de proteínas y una región de ADN. Se puede emplear para 
determinar si un factor de transcripción concreto interactúa con el promotor de un gen 
de interés.  
 
El proceso comienza con la fijación de las interacciones ADN-proteína. En 
nuestro caso, se fijaron las interacciones ADN-proteína añadiendo formaldehído a las 
células en crecimiento que habían sido transfectadas previamente con STAT3-WT o 
STAT3-mutado. Posteriormente, la cromatina se fragmentó mediante sonicación (20 
ciclos de 1 min (30s ON-30s OFF) y las muestras se prelavaron mediante una 
incubación de 1 h con proteína A/ADN de esperma de salmón a 4ºC para reducir la 
inmunoprecipitación inespecífica. Después, se incubaron durante la noche a 4ºC con 
la proteína A bloqueada con BSA al 5% y el anticuerpo anti-STAT3 (Santa Cruz 
Biotechnologies) o anticuerpo anti-IgG de conejo (Abcam, Cambridge, UK) como 
control negativo. A la mañana siguiente se eluyeron, se trataron con proteinasa K y se 
incubaron durante 3 horas a 62°C en solución con un alto contenido de sal (0.1% SDS,                                       
1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCL pH 8.1 y 500mM NaCL) para invertir los 
enlaces covalentes. Los fragmentos de ADN se analizaron mediante PCR cuantitativa, 
y el ADN input (fracción de la muestra a estudiar, el 10% en nuestro caso, que no ha 
sido sometida a inmunoprecipitación) se analizó simultáneamente para la 
normalización de las muestras a estudio. La PCR cuantitativa se realizó utilizando Sybr 
Green (BIORAD) con el siguiente par de cebadores que amplifican el lugar de unión de 
STAT3 en la región que va desde la base -1262 a la base -1143 en el promotor del 
gen Isl-1 de rata: 5'-CTCAGAAAGACGGTAGATTT-3' y 5'-
AGCTTTCTAATTTGTTTCC-3'. 
 
El nivel de enriquecimiento de la región del promotor de Isl-1 fue calculado 
siguiendo el método comparativo de Ct 178 y utilizando la región promotora del gen 
GAPDH como control. En resumen, el valor de Ct del ADN input de cada muestra 
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(teniendo en cuenta el factor de dilución) fue restado al Ct de la muestra 
inmunoprecipitada correspondiente, obteniendo el valor de ∆Ct, tanto para la 
secuencia control (GAPDH) como para la secuencia a estudio. La fórmula empleada 
fue la siguiente: 
 ΔCt	 %ℎ'(	)*+,-./0-1* 	= 	 %3 %ℎ'( − %3 ')563 − 7*82 :-;3*+	1<	1/.6;ió)	1<.	')563  
 
Finalmente, el valor del porcentaje de cada muestra se representó respecto a 






















4. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
 
Para la comparación entre variables se asumió, basándonos en el teorema 
central del límite, que las variables eran normales. Por tanto, se utilizaron pruebas 
paramétricas como el test T de Student. En el caso de las variables no paramétricas, 
se utilizó el test U de Mann Whitney. 
 
En aquellos casos en los que la variable cuantitativa presentaba más de 2 
categorías, se llevó a cabo una ANOVA seguido de un test t de student corregido por 
Bonferroni.  
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1. ANÁLISIS DE LOS GENES ASOCIADOS A  LA DIABETES NEONATAL 
 
En esta primera fase del estudio, se realizó el análisis estructural de los genes 
asociados a DMN (ABCC8, KCNJ11, INS y región 6q24) en 42 familias que 
presentaban diabetes neonatal. Inicialmente, el estudio genético se realizó en el caso 
índice o prueba de cada familia y en el caso de detectar alguna alteración, se 
analizaron también los demás miembros de la familia. 
 
Para cada una de las mutaciones identificadas, se verificó si las variantes 
habían sido previamente descritas asociadas a la patología. En los casos en los que 
no estaban descritas, se analizó su posible efecto funcional mediante programas 
bioinformáticos.  
 
Finalmente, se estudiaron las características clínicas de los pacientes con el fin 
de intentar correlacionar las variantes identificadas  y el posible impacto patogénico y 
clínico de las mismas.  
 
 
1.1. Análisis estructural de los genes clásicamente asociados a la diabetes 
neonatal 
 
El estudio estructural de los genes ABCC8, KCNJ11 e INS y el estudio de la 
región 6q24 reveló alteraciones en 30 de los pacientes analizados (71%). En 12 
pacientes, un 29%, el análisis de estos genes no reveló ninguna variante que pudiera 





      
Figura 14. Descripción grafica de los porcentajes de diagnóstico genético obtenidos. 
 
 
 El 43% de los pacientes con causa genética identificaba presentaba 
alteraciones en los genes que codifican para los canales de potasio (KCNJ11 y 
ABCC8). Un 30% mostraba alteraciones en la región 6q24 y un 23% en el gen de la 
insulina. Detectamos también una alteración en el gen FOXP3, asociado al síndrome 
IPEX, que incluye dentro de su cuadro clínico la diabetes neonatal 179 (Figura 14). 
 
 En cuanto a las mutaciones detectadas en la región 6q24 (Tabla 5), 4 eran 
isodisomias paternas, 4 duplicaciones en el alelo paterno, y una pérdida de metilación 
del alelo materno. Respecto a las mutaciones detectadas en los otros genes, todas 
fueron mutaciones  con cambio de sentido (missense) en regiones exónicas, a 
excepción de dos mutaciones que alteraban el patrón de lectura (frameshift), también 
en regiones exónicas, y una alteración intrónica. De todas las alteraciones detectadas, 
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Tabla 5. Descripción de las mutaciones detectadas. Se detalla la región donde se han 
detectado, el tipo de mutación y si se habían descrito previamente asociadas con la 
patología. 
 
GEN O REGIÓN ALTERACIÓN NÚMERO 
6q24 
Isodisomia paterna 4 
Duplicación del alelo paterno 4 
Pérdida de metilación del alelo materno 1 
KCNJ11 
Missense descritas previamente 5 
Missense NO descritas 4 
ABCC8 
Missense descritas previamente 2 
Missense NO descritas 2 
INS 
Missense descritas previamente 3 
Missense NO descritas 2 
Intrónicas descritas previamente 1 
Framshift descritas previamente 1 
FOXP3 Frameshift NO descritas previamente 1 
 
 
En cuanto a la heredabilidad, observamos que el 44% de las mutaciones 
identificadas surgieron de novo, ya que ninguno de los progenitores portaba la 
alteración detectada. En un 33% de los casos el paciente había heredado la mutación 
por vía paterna o materna y en el 23% restante el patrón de herencia quedo sin 
clasificar debido a que no pudimos obtener muestra de los progenitores (Figura 15).  
 
 





La lista de las mutaciones detectadas con información más extensa sobre ellas 
(gen mutado, nomenclatura de la alteración identificada a nivel de ADN y de proteína, 
portadores de la alteración en cada familia, etc.) se detalla en las Tablas 1 y 2 del 
Anexo 2. Los parámetros clínicos obtenidos de cada paciente se detallan en la Tabla 4 
del apartado de pacientes. 
 
 
1.2. Correlación clínico-genética  
 
Con el objetivo de determinar una relación entre la variante detectada 
(genotipo) y el fenotipo patogénico se analizaron parámetros clínicos en cada 
paciente. Inicialmente, los pacientes se agruparon según la alteración molecular que 
presentaban, y se realizó una mediana de los siguientes datos clínicos: edad de 
diagnóstico, edad gestacional, peso al nacimiento, glucemia al diagnóstico y 
presencia/ausencia de CIR.  
  
Se observaron diferencias estadísticamente significativas en la edad de 
diagnóstico y en el peso al nacimiento (Tabla 6).  
 
Los pacientes con alteraciones en la región 6q24 fueron los que presentaron un 
menor peso al nacimiento (6q24 vs KCNJ11 o INS p<0,05). Estos resultados 
concuerdan con la tasa de presencia de CIR, mayoritaria en los pacientes con 
alteraciones en la región 6q24 (7 de los 9 pacientes presentaba CIR, y en los dos 
restantes no obtuvimos información clínica acerca de esa condición). Como excepción, 
observamos que no había diferencias estadísticamente significativas entre los 
pacientes portadores de mutaciones en 6q24 y los que portaban mutaciones en 
ABCC8, pero debido a uno de los pacientes con una alteración en ABCC8, que había 
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sufrido un parto prematuro independiente a la alteración que portaba.  
 
Tabla 6. Los datos de la siguiente tabla se muestran como mediana+DE, excepto CIR, que 
se representa como porcentaje. Dx: edad de diagnóstico. EG: edad gestacional. PN: peso al 
nacimiento. GLU: glucemia al diagnóstico. CIR: crecimiento intrauterino retardado. *p<0.05 
para el test U de  Mann Whitney. 
  
		 6q24 KCNJ11 ABCC8 INS 
Dx* 3,5 + 40,87 60 + 52,70 11 + 12,04 60 + 114,98 
EG* 39 + 3,78 39 + 1,25 38 + 5,68 40+ 0,5 
PN* 1830 + 322,68 2730 + 340,02 2815 + 1118,76 2420 + 347,41 
GLU (mg/dl)* 196,5 + 75,66 393 + 241,19 200 + 92,57 452 +334,94 
CIR (% 77 22 0 0 
 
 
Respecto a la edad de diagnóstico, observamos que los portadores de defectos 
moleculares en la región 6q24 presentaban una edad de diagnóstico más temprana 
que el resto. La comparación resultó estadísticamente significativa en los tres casos 
(6q24 vs KCNJ11, 6q24 vs ABCC8 y 6q24 vs INS p<0,05). Los pacientes con 
alteraciones en el gen KCNJ11 y en el gen de la insulina no presentaban diferencias 
entre ellos en cuanto a la edad del diagnóstico. Sin embargo, sí que observamos una 
diferencia significativa entre los que portaban mutaciones en ABCC8 y en INS 
(p=0,0121).  
 
Por otro lado, los portadores de mutaciones en el gen INS fueron los que 
mostraron los índices glucémicos más altos al diagnóstico, aunque no observamos 
ninguna diferencia estadística. En lo que a la edad gestacional se refiere, no se 
observaron diferencias entre los pacientes que presentaban alteraciones moleculares 





2. BÚSQUEDA DE NUEVOS GENES 
 
Tras el análisis estructural de los genes clásicamente asociados a DN, se 
realizó una revisión de las características clínicas de los pacientes en los que no se 
había identificado ninguna alteración genética. Ocho de esos pacientes fueron 
seleccionados para realizarles el análisis de exoma completo. 
 
 
2.1. Análisis del exoma 
 
Las lecturas secuenciadas fueron mapeadas contra el genoma humano de 
referencia (UCSC GRCh37/hg19) y las variantes anotadas fueron filtradas siguiendo 
criterios de calidad específicos. Los resultados de esta serie de filtros se resumen en 
la Tabla 1 y 2 del Anexo 3. 
 
Con el objetivo de identificar variantes potencialmente patológicas, se filtraron 
las variantes localizadas fuera de las regiones exónicas, las variantes sinónimas 
después, y por último, las variantes con un MAF>0.05. Teniendo en cuenta que los 
progenitores eran sanos, y que esto podría indicar una alteración de novo en los casos 
índice, excluimos todas las variantes heredadas contrastando las variantes del índice 
contra las detectadas en el exoma de sus progenitores (Tabla 7). Seguimos esta 
estrategia en todas las familias, a excepción de una (familia 04, Tabla 7), en la que la 
madre también presentaba diabetes, por lo que en este caso optamos por quedarnos 
únicamente con las variantes que el probando había heredado por vía materna. El 
listado de los genes en los que identificamos variantes en cada uno de los 8 casos se 
resumen en las Tablas 3 y 4 del Anexo 3. 
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Una vez realizado el mapeo y filtrado técnico, el número de variantes 
detectadas se redujo a una media de 50.000 variantes en cada paciente (Tabla 7). De 
estas 50.000 variantes, únicamente alrededor de 1000 fueron variantes exónicas, no 
sinónimas y no descritas anteriormente según las bases de datos 1000 Genomes y 
dbSNP. Una vez excluidas las variantes heredadas tanto por vía materna como por vía 
paterna, redujimos el número de variantes candidato a unas 30. En el caso del 
individuo 04, cuya madre también estaba afecta de diabetes, después de seleccionar 
únicamente las variantes que hubiera heredado por vía materna, redujimos el listado a 
152. 
 
La evaluación del efecto funcional de las variantes identificadas se realizó por 
medio de varios software de predicción, incluyendo SIFT, Polyphen-2 y 
MutationTaster. Mediante estos software, seleccionamos aquellas variantes que tenían 
un potencial efecto deletéreo en la función del gen o de la proteína. Finalmente, para 
identificar potenciales variantes etiológicas, se realizó por un lado un análisis mediante 
el software David fuctional annotation, y por otro, una búsqueda bibliográfica en 
PUBMED para determinar si los genes identificados estaban relacionados con 
cualquier función interesante para la patogénesis de la enfermedad (es decir, relación 
con la función basal de las células beta pancreáticas, desarrollo o diferenciación de la 
célula beta, etc.). La serie de variantes candidato seleccionadas en cada caso índice 
se detalla en la Tabla 8. Las mutaciones fueron validadas por secuenciación Sanger 
en el probando y excluidas en ambos padres, exceptuando la familia 04, en la que la 








Tabla 7. Resumen del proceso de filtrado utilizado para la selección de variantes candidato en las 8 familias. *Única familia en la que filtramos las 
variantes seleccionando únicamente las heredadas por vía materna. 
 
 
DM0258 DM1026 DM1119 DM1603 
I01 M01 P01 I02 M02 P02 I03 M03 P03 I04 M04 P04 
Variantes (crudo) 282106 329364 322077 404941 294681 338404 288143 238972 311007 315935 211118 309529 
Variantes después del filtrado técnico 45709 61314 49709 64228 46357 55328 57122 48107 61596 55838 41036 66061 
Variantes exónicas 13151 15852 14170 16205 13643 14971 15413 13946 15946 15266 12741 16644 
Variantes no sinónimas 5978 7226 6418 7402 6150 6795 7012 6385 7270 6915 5702 7598 
Variantes que no constan en 1000g y/o 
con un MAF<0.05 1985 2026 2043 1998 1921 1976 2068 2213 2085 1964 2260 2244 
Variantes que no constan en dbSNP 1279 1268 1325 1147 1202 1218 1282 1412 1317 1196 1604 1359 
Priorización de novo 20   34   31   152*   
 
 
DM1985 DM1997 DM2180 DM2566 
I05 M05 P05 I06 M06 P06 I07 M07 P07 I08 M08 P08 
Variantes (crudo) 316186 284847 274380 318222 255041 265084 305688 310126 355439 361470 296827 350142 
Variantes después del filtrado técnico 64951 60496 56722 60355 51843 53483 50518 53068 58147 60184 50872 62142 
Variantes exónicas 16413 16120 15621 15906 14769 14835 14519 14721 15390 16069 14506 16514 
Variantes no sinónimas 7473 7332 7101 7202 6655 6722 6645 6684 6986 7322 6547 7510 
Variantes que no constan en 1000g y/o 
con un MAF<0.05 2050 2068 2227 2144 2197 2136 2096 2110 2000 2274 2013 2409 
Variantes que no constan en dbSNP 1286 1298 1412 1328 1431 1420 1268 1250 1212 1486 1311 1553 
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Tabla 8. Resumen de las variantes candidato seleccionadas en cada caso índice. Se muestra el gen en el que está localizada la alteración, la posición 
cromosómica, la modificación que supone tanto a nivel de ADN codificante como a nivel protéico, y la predicción in silico del potencial patogénico de 
dichas alteraciones. PolyPhen/SIFT/MutationTaster: (-) tolerada o benigna; PolyPhen/MutationTaster: (+) dañina; SIFT: (+) posiblemente dañina, (++) 
probablemente dañina. dSNP/1000g: MAF de las variantes. 
 
CASO GEN CROMOSOMA POSICIÓN TRANSCRIPTO PRESENCIA ADNC PROTEÍNA POLYPHEN-2 SIFT MutationTaster dSNP/1000g 
I01 WFS1 chr4 6302499 NM_001145853 het c.C977A p.A326E - ++ +  
I02 ATF4 chr22 39918522 NM_001675 het c.C971T p.A324V - ++ + 0.0023 
I03 - -          
I04 KCNG2 chr18 77659091 NM_012283 het c.G676A p.V226M ++ ++ + 		
I05 STAT3 chr17 40485752 NM_003150 het c.C988T p.P330S ++ ++ +  
I06 PTPRN2 chr7 157903582 NM_130842 het c.C1531T p.R511W ++ + - 		
I07 - -          







3. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN STAT3 
  
La priorización de variantes obtenidas por medio de la secuenciación del exoma 
nos condujo a una alteración candidato en el gen STAT3 en la familia DM1985. La 
alteración identificada era una transición de C a T en heterocigosis, en la posición 988 del 
ADN codificante, que reemplaza una prolina por una serina en la posición aminoacídica 
330 (c.988C>T; p.Pro330Ser).  
 
Los software caracterizaban la variante como potencialmente deletérea, y la 
comparación entre especies del aminoácido modificado mostraba además que la región 
estaba altamente conservada (Figura 16). Esta conservación evolutiva sugiere que el 
residuo puede tener un papel clave en la función de la proteína y que la modificación de 




Figura 16. Alineamiento de la secuencia proteica de STAT3 de diferentes especies. Se observa 
que el aminoácido en posición 330 está altamente conservado entre las especies. 
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La clínica del paciente coincidía con la clínica de pacientes con alteraciones en 
dicho factor de transcripción 121,175,180, por lo que se decidió realizar la caracterización 
funcional de dicha variante a nivel de célula β pancreática. 
 
 STAT3 es un factor de transcripción que se activa por el efecto de diversas 
citocinas, factores de crecimiento u hormonas 181,182. Este factor es activado en el 
citoplasma por las quinasas Janus para ejercer un papel regulador en diversas funciones 
biológicas, incluyendo la diferenciación celular, la proliferación, la apoptosis o la 
inflamación 181,182. Puede actuar tanto como activador como inhibidor de otros genes, 
dependiendo del promotor que tenga como diana 183. En el páncreas, la señal de STAT3 
es necesaria para el correcto desarrollo y mantenimiento del páncreas endocrino 184. 
Además, la activación de STAT3 inducida por leptina juega un papel crucial en la 
inhibición de la secreción de insulina en rata 185. 
 
Los estudios funcionales realizados hasta el momento se centraban en la 
caracterización de las alteraciones del factor de transcripción STAT3 a nivel del sistema 
inmune. Teniendo en cuenta la implicación pancreática de este factor y que nuestro 










3.1. La mutación identificada no afecta al estado de fosforilación de STAT3 
 
El factor de transcripción STAT3 es activado por la fosforilación de la tirosina en 
posición 705, que induce la dimerización, la translocación nuclear y la unión al ADN 186. 
Se ha demostrado previamente que los cambios de fosforilación en algunos residuos de 
Serina de la proteína STAT3 pueden afectar el estado de fosforilación de la Tirosina 705, 
afectando eventualmente a su activación 187. La mutación que identificamos en STAT3 
conduce a un cambio de un aminoácido no fosforilable (prolina) a un aminoácido 
fosforilable (serina), creando un potencial sitio de fosforilación que podría afectar el estado 
de fosforilación total y por tanto a la activación de STAT3.  
 
Para determinar si la mutación afectaba al estado de fosforilación, la línea INS-1E 
de insulinoma de rata se transfectó con un plásmido de sobreexpresión vacío, con un 
plásmido que codifica para el STAT3 humano no mutado  (“wild-type” (STAT3-WT)) o con 
un plásmido que codifica para el STAT3 mutado (STAT3-P330S). Como en condiciones 
basales el STAT3 se encuentra desfosforilado, las células fueron además tratadas con IL-
6, una de las interleucinas que provoca la activación y por tanto fosforilación de este factor 
de transcripción.  
 
El nivel de fosforilación de STAT3, así como la expresión a nivel de proteína de 
STAT3 total se determinaron mediante Western-blot (Figura 17). 
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Figura 17. La mutación identificada en STAT3 no afecta al estado de fosforilación del 
mismo. (A-B) Las células INS-1E se transfectaron con un plásmido vacío, o con un plásmido 
que codifica para el STAT3 “wild type” humano (STAT3-WT) o el STAT3 mutado (STAT3-
P330S). Se mantuvieron sin tratar o se trataron con IL-6 recombinante (20ng/ml) durante 12 
horas. Los niveles de STAT3 total y fosforilado se analizaron por medio de Western blot usando 
α-tubulina como control de carga. Los resultados son representativos de tres experimentos 
independientes (A). Los resultados de densitometría (B) están representados como medias ± 
EEM, donde  $$$p<0.001 vs no tratadas (-) y transfectadas con el mismo plásmido; y***p<0.001 
vs el plásmido vacío tratado con IL-6. Se realizó una ANOVA seguido de un test t de Student 
corregido por Bonferroni.  
 
Tanto en condiciones basales como tras la exposición a IL-6, los niveles 
endógenos de proteína STAT3 total eran muy bajos en comparación a las células 
transfectadas con los plásmidos que sobreexpresaban STAT3-WT o STAT3-P330S 
(Figura 17A). Estos resultados confirmaron la eficiencia de los plásmidos para 
sobreexpresar STAT3 en nuestro modelo in vitro de célula β. 
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Bajo condiciones no tratadas, la fosforilación de STAT3 fue insignificante en todas 
las condiciones y no difirió entre las células transfectadas con el plásmido que 
sobreexpresaba el STAT3-WT y las que sobreexpresaban STAT3 mutado (Figura 17A y 
17B). El tratamiento con IL-6 (20ng/ml) condujo a un aumento de la fosforilación de 
STAT3 en todas las condiciones experimentales, pero los niveles de fosforilación no 
difirieron entre las células transfectadas con el plásmido WT y las transfectadas con el 
plásmido STAT3 mutado (Figura 17A y 17B).  
 
Estos resultados demostraron que la mutación P330S no afecta al estado de 




3.2. La mutación identificada aumenta la actividad del factor de transcripción 
STAT3  
 
Con el objetivo de determinar cómo afectaba la mutación a la actividad del factor 
de transcripción STAT3, realizamos un ensayo de luciferasa. El ensayo de luciferasa nos 
permite monitorizar la actividad de STAT3 mediante un plásmido que contiene el gen de la 
luciferasa bajo el control de un promotor con lugares de unión que reconoce STAT3.  
 
La sobreexpresión de la proteína STAT3 mutada provocó un aumento de la 
actividad del gen reportero luciferasa del 22% en comparación con la sobreexpresión de 
la proteína STAT3-WT (Figura 18A). Estos resultados se confirmaron en células tratadas 
  142 
con IL-6, aunque el aumento provocado por el STAT3 mutado en la actividad del gen 
reportero luciferasa fue menos pronunciado que en condiciones basales (Figura 18B). 
 
 
Figura 18. La mutación identificada P330S aumenta la actividad del factor de 
transcripción STAT3. (A-B) Las células se transfectaron como en la Figura 17 y se co-
transfectaron con un constructo de luciferasa que responde STAT3 y con un constructo que 
expresa Renilla de forma constitutiva (usada como control interno). Tras 24 horas, las células se 
dejaron sin tratar (A) o se trataron con IL-6 (20ng/ml) durante 12 horas (B). Posteriormente se 
determinó la actividad de la luciferasa. Los resultados son medias ± EEM de seis experimentos 
independientes, mostrados como unidades relativas de luciferasa (URL), donde ***p<0.001 y 
*p<0.05 vs células transfectadas con STAT3-WT. Se realizó un test t de Student. 
 
 
Estos resultados demuestran que la mutación P330S induce una hiperactivación 
constitutiva de STAT3 y sugieren que independientemente de su estado de fosforilación, 
el STAT3 mutante tiene una capacidad de unión al ADN incrementada que conduce a una 





3.3. La mutación activante en STAT3 provoca una disminución en la expresión 
del factor de transcripción Isl-1  
 
STAT3 juega un papel crucial en ciertas funciones basales de las células beta, 
como la regulación de la secreción de insulina 184,185. Con el objetivo de caracterizar el 
efecto funcional de la mutación en el funcionamiento basal de la célula beta, decidimos 
evaluar el posible impacto de esta en la expresión de genes implicados en la ruta de la 
secreción de insulina. 
 
La secreción de insulina está regulada por varios factores de transcripción tales 
como Pax4, Nkx6.1, Maf, Foxa, Pdx1 e Isl-1, la mayoría de los cuales son necesarios para 
el desarrollo pancreático y las funciones basales de las células beta pancreáticas 188. 
Mediante la predicción bioinformática de lugares de unión potenciales para STAT3 
observamos que tres factores de transcripción conocidos por regular la expresión de 
insulina albergaban sitios de unión para el factor de transcripción STAT3 en sus 
promotores: Isl-1, PAX6 y LMX1A.  
 
Con el objetivo de ver si el control de la expresión de dichos factores de 
transcripción se veía afectado por la mutación en STAT3, examinamos el efecto de la 
mutación activadora en la expresión endógena de Isl-1, PAX6 y LMX1A en células β 
pancreáticas tanto de rata como de humanas. Para ello, se analizó la expresión a nivel de 
ARN de estos genes en células transfectadas con los plásmidos de sobreexpresión de 
STAT3-WT y STAT3 mutado (Figura 19). 
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Figura 19. La mutación activante en STAT3 disminuye la expresión del factor de 
transcripción Isl-1 en células beta pancreáticas de rata y de humano, pero no afecta a la 
expresión de los factores PAX6 y LMX1A. INS-1E  y ENDOC-βH1 fueron transfectadas con 
un plásmido que codifica el STAT3-WT o el STAT3-P330S. Se determinó la expresión a nivel de 
ARN de los genes PAX6, LMX1A e Isl-1 de rata (A-C-E) y humano (B-D-F) mediante RT-PCR. 
Los resultados se normalizaron con la GAPDH (A-C-E) o β-actina (B-D-F) y con la expresión de 
STAT3 para el control de las diferencias en la eficiencia de la transfección. Los resultados son 
medias ± EEM de 3-6 experimentos independientes. ***p<0.001 y *p<0.05 vs STAT3-WT; Se 
utilizó un test t de Student. 
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Mientras que la expresión de PAX6 y LMX1A no difirió entre las células 
transfectadas con el plásmido WT y el plásmido STAT3 mutado (Figura 19, A-D), la 
expresión de Isl-1 se redujo en un 75% en células β de rata en comparación con las 
células transfectadas con el plásmido de sobreexpresión STAT3-WT (Figura 19E). Estos 
resultados se confirmaron en células β humanas, aunque la mutación en STAT3 
provocaba una disminución de la expresión de Isl-1 menos pronunciada (32%)  que en el 
caso de las células β de rata (Figura 19F).  
 
 
3.4. La inhibición de Isl-1 provocada por el STAT3 mutado conduce a una 
disminución de la expresión de la insulina 
 
El factor de transcripción Isl-1 se expresa en los tres tipos de células principales 
del páncreas endocrino y se ha demostrado que participa en la regulación de la expresión 
de insulina en célula β pancreática 189. En individuos franceses caucásicos con obesidad 
mórbida, un SNP en el gen Isl-1 ha sido asociado con el riesgo a padecer diabetes tipo 2 
y con el aumento del peso corporal 190.  
 
El factor de transcripción STAT3 está implicado en la regulación transcripcional de 
Isl-1 y se ha demostrado que en roedores, la fosforilación de STAT3 inducida por leptina 
conduce a una disminución de la actividad de Isl-1 y a una reducción en la expresión de la 
insulina 185, sugiriendo que la forma activada (fosforilada) de STAT3 es un inhibidor de la 
transcripción de Isl-1. 
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Para evaluar si la inhibición de Isl-1 provocada por la mutación en STAT3 
correlacionaba con una menor expresión de la insulina, se determinaron los niveles de 
ARN de la insulina en células β pancreáticas transfectadas con los plásmidos STAT3-WT 
y STAT3-P330S (Figura 20). Debido a que en el caso de la rata existe una duplicación del 
gen de la insulina que evolutivamente ha dado resultado dos isoformas funcionales, 
analizamos la expresión de ambos genes, INS-1 e INS-2 191.  
 
 
Figura 20. La disminución de la expresión de Isl-1 provocada por la mutación en STAT3 
conduce a una disminución en la expresión de la insulina. Las células INS-1E y ENDOC-
βH1 fueron transfectadas con un plásmido que codifica el STAT3-WT o el STAT3-P330S. Se 
determinó la expresión de INS-1 (A), INS-2 (B) de rata y de INS (C) humano mediante RT-PCR. 
Los resultados se normalizaron con la GAPDH (A-B) o β-actina (C) y con la expresión de STAT3 
para el control de las diferencias en la eficiencia de la transfección. Los resultados son medias ± 
EEM de 4-6 experimentos independientes, donde ***p<0.001 y **p<0.005 vs STAT3-WT; Se 
realizó un test t de Student.  
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La expresión de INS-1 e INS-2 era un 70% más baja en las células β de rata 
transfectadas con el plásmido de sobreexpresión de STAT3 mutado (Figura 20A y 20B). 
Estos resultados se confirmaron en las células β pancreáticas humanas, aunque la 
disminución de la expresión de la insulina en las células transfectadas con la proteína 
STAT3 mutada era menos pronunciada (42%) que en las células β de rata (Figura 20C).  
 
Esto resultados se confirmaron a nivel proteico como se observa en la Figura 21. 
La reducción en la expresión de Isl-1 y de la insulina a nivel de ARN concuerda con la 




Figura 21. La mutación en STAT3 disminuye la expresión de Isl-1 y de la insulina a nivel 
de proteína. (A y B) La expresión de las proteínas Isl-1 e INS de rata y humano en células 
transfectadas con el plásmido STAT3-WT y STAT3-P330S se analizaron por Western blot 
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3.5. La mutación activante identificada aumenta la capacidad de unión de STAT3 
a la región promotora de Isl-1 
 
Para determinar si la mutación en STAT3 aumenta su capacidad de unión al 
promotor del gen Isl-1, realizamos un experimento de  immunoprecipitación de cromatina 
(ChiP). 
 
Las células INS-1E fueron transfectadas con el plásmido de sobreexpresión de 
STAT3-WT o STAT3-P330S y utilizando fragmentos de ADN precipitados con el 
anticuerpo anti-STAT3 como molde, la región promotora de Isl-1 en la posición -1262 a -
1143 pb (anteriormente se ha demostrado que es un lugar de unión para el factor de 
transcripción STAT3 185) se cuantifico mediante PCR cuantitativa.  
 
Como se muestra en la Figura 22, el factor de transcripción STAT3 mutado 
mostraba una mayor capacidad de unión a la región promotora de Isl-1 en comparación 
con la proteína WT. Con las muestras inmunoprecipitadas con el anticuerpo control IgG 
no se consiguió amplificación, por lo que se concluyó que las amplificaciones obtenidas 
en las muestras inmunoprecipitadas con el anticuerpo específico para STAT3 eran 






Figura 22. La mutación activante identificada aumenta la capacidad de unión de STAT3 a 
la región promotora de Isl-1. El ChIP revela un aumento en la capacidad de unión de STAT3 
al promotor de Isl-1. Se utilizó el anticuerpo IgG como control negativo. Los resultados son 
medias ± EEM de 4 experimentos independientes mostrados como porcentaje del input. *p<0.05 
vs células transfectadas con STAT3-WT; $$$p<0.001 vs IgG y células transfectadas con el 




3.6. La mutación en STAT3 provoca una disminución de la secreción de insulina 
en respuesta a la glucosa 
 
Para determinar si el STAT3 mutado causaba una alteración en la secreción de 
insulina, analizamos la secreción de insulina estimulada por glucosa en células β de rata y 
de humanas transfectadas con los plásmidos  STAT3-WT o STAT3-P330S.  
 
Como se muestra en la Figura 23A, en las células INS-1E transfectadas con el 
plásmido STAT3-WT, tanto en concentraciones altas de glucosa (16,7 mM) como en 
  150 
concentraciones altas de glucosa en combinación con Forskolina, la secreción de insulina 
aumentaba entre 2 y 5 veces, en comparación con las células sometidas a 
concentraciones de glucosa bajas (1,67mM). Las células β humanas respondían peor a la 
estimulación con glucosa y solo se observó un aumento significativo al comparar las 
células tratadas con 20mM glucosa en combinación con IBMX y las células tratadas en 
medio sin glucosa (Figura 23B). 
 
Bajo cualquier concentración de glucosa, la liberación de insulina en las células de 
rata transfectadas con el plásmido STAT3 mutado era menor que en las células 
transfectadas con el plásmido STAT3-WT. Así, las células transfectadas con el plásmido 
STAT3-P330S liberaron alrededor de un 40-60% menos de insulina que las células 
transfectadas con la proteína STAT3-WT. 
 
Estos resultados se confirmaron en la línea de células β pancreáticas humanas 
ENDOC-βH1 (figura 23B). La sobreexpresión del plásmido STAT3 mutado condujo a una 
disminución en la secreción de insulina tanto en el caso de las células estimuladas con 
concentraciones altas de glucosa (20mM) como con concentraciones altas de glucosa en 





Figura 23. La mutación en el factor de transcripción STAT3 provoca una disminución de 
la liberación de insulina. Las líneas INS-1E (A) y ENDOC-βH1 (B) fueron transfectadas con un 
plásmido que codifica el STAT3-WT o STAT3-P330S. Se determinó la secreción de insulina, 
después de una estimulación a distintas concentraciones de glucosa: 1.67 mmol/L, 16.7 mmol/L 
glucosa o 16.7 mmol/L glucosa + 10 µM forskolina en el caso de las INS-1E (A) o 0 mmol/L 
glucosa, 20mmol glucosa o 20mmol glucosa + 45 µM IBMX en el caso de las EndoC-βH1 (B). 
Los valores obtenidos de insulina se normalizaron por la expresión de STAT3 para controlar las 
diferencias en la eficiencia de la transfección y se representan como porcentaje del contenido 
de insulina. Los resultados son medias ± EEM de 5-6 experimentos independientes, donde 
*p<0.05 vs células transfectadas con STAT3-WT bajo la misma condición de estimulación; 
$$$p<0.001 y $$p<0.01 vs estimulación de 1.67mM glucosa (A) o 0mM glucosa (B) y células 
transfectadas con el mismo plásmido. Se realizó una ANOVA seguido de un test t de Student 
corregido por Bonferroni.  
 
 
 Para determinar si la disminución en la secreción de insulina correlacionaba con una 
disminución del contenido intracelular de la insulina se analizó el contenido intracelular de 
la insulina teniendo en cuenta la cantidad de proteína total (Figura 24). 
  152 
 
 
Figura 24. La mutación en STAT3 reduce el contenido total de insulina tanto en células β 
de rata como en células β humanas. Las líneas INS-1E (A) y ENDOC-βH1 (B) fueron 
transfectadas con un plásmido que codifica el STAT3-WT o STAT3-P330S. Las células se 
estimularon con distintas concentraciones de glucosa: 1.67 mmol/L, 16.7 mmol/L glucosa o 16.7 
mmol/L glucosa + 10 µM forskolina en el caso de las INS-1E (A) o 0 mmol/L glucosa, 20mmol 
glucosa o 20mmol glucosa + 45 µM IBMX en el caso de las EndoC-βH1 (B). El contenido total 
de insulina se midió en los lisados celulares y se corrigió por el contenido proteico total y por la 
expresión de STAT3 como control de las diferencias en la eficiencia de la transfección. Los 
resultados son medias ± EEM de 5-6 experimentos independientes, donde ***p<0.001 y *p<0.05 
vs células transfectadas con STAT3 WT bajo la misma condición de estimulación; $$p<0.01 vs 
1.67mM de glucosa y transfectados con el mismo plásmido. Se realizó una ANOVA seguido de 
un test t de Student corregido por Bonferroni.  
  
 
El análisis del contenido intracelular de insulina mostró que la sobreexpresión de la 
proteína STAT3 mutada disminuía el contenido de insulina intracelular en comparación 
con las células transfectadas con el plásmido STAT3-WT (Figura 9). Estos resultados 
confirmaron los resultados en el análisis proteico obtenidos por Western blot (Figura 6), 
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donde observamos una disminución en los niveles de proteína INS en las células 
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El objetivo principal del presente trabajo ha sido identificar las alteraciones 
genéticas responsables de la diabetes neonatal o de comienzo precoz en pacientes sin 
alteraciones potencialmente patológicas en genes clásicamente asociados a la 
enfermedad. Para llevar a cabo este estudio, inicialmente se realizó un estudio genético 
de los genes asociados con la diabetes neonatal en nuestra cohorte de pacientes. Tras 
realizar la secuenciación de dichos genes y descartar mutaciones que pudieran explicar la 
clínica de los pacientes, se seleccionaron ocho pacientes para realizar un estudio de 
exoma completo con el fin de identificar nuevas mutaciones asociadas con la enfermedad. 
Por último, se realizó el estudio funcional de una de las alteraciones identificadas en el 
análisis del exoma con el fin de establecer el impacto funcional de dicha variante en la 
patogénesis de la enfermedad a nivel de célula β pancreática. 
 
 
1. ANÁLISIS DE LOS GENES CLASICAMENTE ASOCIADOS A LA DIABETES 
NEONATAL 
 
En nuestra cohorte de 42 pacientes, el estudio estructural de los genes ABCC8, 
KCNJ11 e INS y el estudio de la región 6q24 reveló alteraciones en 30 de los afectos 
(71%). Entre las mutaciones detectadas, 8 no habían sido descritas previamente en la 
literatura. La patogenicidad de las mutaciones se demostró usando los software de 
predicción y la cosegregación de la mutación en la familia.  
 
En doce pacientes (29%) no se detectaron mutaciones en ninguno de los genes 
analizados. Estos resultados concuerdan con otros estudios realizados previamente, en 
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los que entre un 20 y un 40% de los pacientes con diabetes neonatal no presentaron 
mutaciones en los genes clásicamente asociados con la diabetes neonatal 8. Por ejemplo, 
un estudio realizado en una cohorte de pacientes en Japón no consiguió identificar la 
causa genética en el 26% de los pacientes analizados 192. En estudios realizados en 
cohortes chinas 193 y ucranianas 194, el porcentaje de pacientes a los que no se les detectó 
ninguna alteración en los genes clásicamente asociados a la DN era del 48% y 45% 
respectivamente. En un estudio internacional más reciente realizado en el Reino Unido 195, 
el porcentaje de pacientes sin causa genética conocida todavía seguía siendo del 20%. 
 
En nuestra cohorte, un 43% de los pacientes presentaba alteraciones en los genes 
que codifican para los canales de potasio (KCNJ11 y ABCC8), mientras que el 30% 
portaba alteraciones en la región 6q24 y un 23% en el gen de la insulina. Además, en uno 
de los pacientes que además de padecer diabetes neonatal tenía un cuadro 
poliautoinmune caracterizado por enteropatía y autoinmunidad tiroidea, detectamos una 
alteración en el gen FOXP3, que ha sido previamente asociado al síndrome IPEX, un 
cuadro multisitémico autoinmune que incluye las patologías que padecía el paciente 
(enteropatía que causa diarrea severa y desnutrición, eczema, autoinmunidad tiroidea, 
etc.) 120. En concordancia con la prevalencia descrita por otros autores 76, la mayoría de 
los casos de diabetes neonatal permanente presentan alteraciones en los canales de 
potasio, siendo las alteraciones en la insulina la segunda causa mas común. También de 
acuerdo con otros estudios, los pacientes con DNT de nuestra cohorte presentan 
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1.1. Alteraciones en la región 6q24 
 
Un total del 70% de las TNDM son causadas por defectos que causan la 
sobreexpresión paterna de genes imprintados localizados en la región 6q24 56. En nuestra 
cohorte sin embargo, sólo el 40% del total de pacientes con TNDM presentaron 
alteraciones en la región 6q24.  
  
 En ciertos casos, la diabetes neonatal se caracteriza por un severo retraso del 
crecimiento intrauterino (CIR) y el diagnóstico de la diabetes en los primeros días de vida. 
Varios estudios han asociado estas características con alteraciones en la sobreexpresión 
de los genes de la región 6q24 49. En nuestra cohorte, todos los pacientes que tenían 
alteraciones en la región 6q24 se caracterizaron por presentar un CIR severo. Teniendo 
en cuenta estos resultados, parece que la presencia de CIR está claramente ligada a 
alteraciones en la región 6q24, por lo que esta característica clínica en pacientes con 
diabetes neonatal podría servir como marcador para priorizar el análisis de la región 6q24 
en los procesos de diagnóstico genético. 
 
 
1.2. Alteraciones en los canales de potasio 
 
  Todos los pacientes con alteraciones en ABCC8, a excepción de uno, heredaron la 
mutación de uno de sus progenitores. En una de las familias, aun habiendo heredado la 
mutación por vía paterna, el clínico refiere que el padre es sano. Este mismo hecho se ha 
descrito en la literatura en distintas familias que presentan alteraciones en ABCC8. Se 
calcula que alrededor de un 30% de los pacientes con diabetes monogénica asociada a 
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ABCC8 tienen progenitores asintomáticos portadores de la misma alteración 68,76. Este 
fenómeno también se ha descrito en otras formas monogénicas de diabetes como en el 
caso de la DN causada por mutaciones en el gen HNF1B, donde se ha observado que un 
23% de los portadores de mutaciones causativas no presentaban diabetes 196. Esto 
sugiere que algunas mutaciones asociadas a esta patología tienen penetrancia 
incompleta  
 
  Que las alteraciones asociadas a la diabetes neonatal puedan tener una 
penetrancia incompleta es un factor que hay que tener en cuenta a la hora de descartar 
posibles mutaciones etiológicas, ya que puede darse casos en los que las alteraciones 
son heredadas de progenitores asintomáticos. Por ello, en estos casos, antes de 
descartar dichas mutaciones sería conveniente realizar estudios de predicción in silico 
para predecir potenciales efectos funcionales de la mutación que no hayan sido 
previamente descritos. Los resultados que proporcionan los softwares de predicción se 
deben emplearse sólo como indicativos del posible impacto patogénico de las variantes 
detectadas, y por lo tanto, para establecer si una variante nueva es patogénica es 
necesario estudiar su efecto funcional de manera experimental en modelos in vitro o in 
vivo. 
 
  Por el contrario, la alteraciones en el gen KCNJ11 identificadas en pacientes de 
nuestra cohorte presentaron penetrancia completa, ya que en todas las familias la 
alteración detectada estaba asociada a la aparición de diabetes. Respecto al tipo de 
diabetes, todos los pacientes presentaban diabetes neonatal permanente, a excepción de 
uno, que presentaba una forma transitoria. Como ya se ha descrito anteriormente, las 
alteraciones en KCNJ11 comúnmente desencadenan una forma permanente, pero 
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pueden aparecer asociadas a formas transitorias 54–56,197,198. En las formas transitorias, 
parece que las mutaciones son funcionalmente menos severas que en las formas 
permanentes según estudios in vitro 197.  
 
  Se desconocen la prevalencia de la DNT con mutaciones en los canales de 
potasio y las características clínicas asociadas. Las primeras referencias acerca de los 
pacientes con DNT y mutaciones en los canales de potasio sugieren que tanto la 
aparición como la remisión de la diabetes de estos es más tardía que en los que 
presentan alteraciones en la región 6q24 56,197. En el caso de nuestra cohorte, el paciente 
que presenta la mutación en KCNJ11 y DNT debutó a los 3 meses, mientras que los 
pacientes con DNT en los que identificamos alteraciones en 6q24 debutaron con una 
mediana de 9,5 días. 
 
Debido a que la proteína Kir6.2 también se expresa en otras tejidos, incluyendo 
tejido neuronal y muscular, aproximadamente un 20% tienen diversos grados de 
disfunción y deterioro neurológico, que forman parte del síndrome DEND 88, 89. Dos de 
nuestros pacientes, DM1978 y DM2112 presentan además de la diabetes neonatal, 
diversos trastornos neurológicos (retraso psicomotor, convulsiones  y retraso del 
lenguaje). En ambos pacientes identificamos la alteración V59M en el gen KCNJ11, 
mutación que ya ha sido descrita asociada a la aparición de este síndrome de carácter 
neurológico 92, por lo que en nuestra cohorte confirmamos que existe esa relación entre el 







1.3. Alteraciones en el gen de la insulina 
 
  Dado el papel crucial que tiene la insulina en la homeostasis de la glucosa, es de 
esperar que las mutaciones en esta proteína puedan estar implicadas en el desarrollo de 
la patología. De hecho, las alteraciones en el gen de la insulina suponen la tercera causa 
más frecuente de los casos de diabetes monogénicas neonatales 95,96,105. 
 
  Teniendo en cuenta estos datos, decidimos estudiar el gen de la insulina en los 
pacientes en los que habíamos excluido alteraciones en KCNJ11, ABCC8 y en la región 
6q24. En nuestra cohorte de pacientes detectamos que siete pacientes tenían mutaciones 
en el gen de la insulina y que además cinco de ellos presentaban las mutaciones en 
regiones codificantes del gen (exones). 
 
  Según la literatura científica, las mutaciones en las regiones codificantes del gen 
de la insulina tienen un efecto funcional similar que está relacionado con la interrupción de 
la biosíntesis de insulina o con la activación del estrés del retículo endoplasmático. De 
hecho, algunas de las mutaciones que hemos detectado en nuestros pacientes provocan 
alteraciones en residuos de cisteína reactivos o están localizadas en residuos que 
participan en la formación de puentes disulfuro. Estas características indican que estas 
mutaciones podrían interferir en la correcta biosíntesis de la insulina, ya que la formación 
de puentes disulfuro es crucial para el correcto plegamiento de la proteína 94–96,105. Y es 
que la insulina se sintetiza a partir de la proinsulina (precursora), que sufrirá ciertas 
modificaciones enzimáticas, que eliminarán concretamente una región central de la 
proteína (denominada péptido C) 199,200. Este corte hace que queden libres los extremos 
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C-terminal y N-terminal, que se unirán por medio de los enlaces disulfuro para formar la 
molécula de insulina.  
 
  En cuanto a las alteraciones en las regiones no codificantes del gen de la insulina, 
se ha descrito previamente que pueden interferir en los mecanismos postranscripcionales 
que sufre la insulina para convertirse un una molécula madura y activa201–203. Por ejemplo, 
un elemento CIS localizado en la región 5´UTR del RNA mensajero de la preproinsulina 
es esencial para la activación de la traducción de la insulina en respuesta a la glucosa 202.  
Otro ejemplo clave serían las deleciones localizadas en la región promotora de la insulina, 
concretamente en los elementos C1 y E1 que a su vez son regiones que reconocen los 
factores de transcripción MAFA y NEUROD1. Las deleciones en estas regiones provocan 
que estos factores de transcripción no se puedan unir a la zona para activar la 
transcripción de la insulina 204. Además, estudios funcionales han demostrado que las 
mutaciones en regiones UTR del gen de la insulina tienen un impacto deletéreo en la 
traducción y estabilidad de la proteína, y por lo tanto, en la actividad de la misma 205–207.   
 
  Que las alteraciones asociadas a la diabetes neonatal en el gen de la insulina  
puedan localizarse en regiones no codificantes es un factor que hay que tener en cuenta a 
la hora de descartar posibles mutaciones etiológicas. Por ello, en estos casos, antes de 
descartar este locus como causante de la patología sería conveniente realizar estudios 








2. Correlación clínico-genética  
 
Con el objetivo de determinar una relación entre la variante detectada (genotipo) y 
el fenotipo patogénico analizamos los parámetros clínicos de los pacientes habiéndolos 
agrupado en cuanto a la alteración molecular que portaban.  
 
Observamos que los pacientes con alteraciones en la región 6q24 fueron los que 
presentaron un menor peso al nacimiento, dato que concuerda con la tasa de presencia 
de CIR, mayoritaria en los pacientes con alteraciones en la región 6q24 44,56. Estos 
pacientes también eran el grupo que presentaba una edad de diagnóstico más temprana 
que el resto. El diagnóstico precoz podría deberse al CIR que presentan la mayoría de los 
casos, clínica que provocaría un estudio y control del paciente más exhaustivos por parte 
de los clínicos, que al fin y al cabo llevaría a la detección de la diabetes y del defecto 
molecular.  
 
Según algunos estudios 75,96, los pacientes con mutaciones en heterocigosis en el 
gen INS presentan una clínica similar (edad al diagnóstico y peso al nacimiento) a los 
pacientes que portan alteraciones en los canales KATP. Sin embargo, los pacientes que 
presentan mutaciones recesivas en el gen de la insulina, tienen una clínica más similar a 
los que portan alteraciones en la región 6q24 o mutaciones recesivas en el gen de la 
glucoquinasa (GCK). En nuestra cohorte de pacientes, todas las mutaciones detectadas 
en el gen de la insulina estaban en heterocigosis, y tal como se había descrito 
previamente en la literatura, estos pacientes tenían una edad de diagnóstico y peso al 
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nacimiento similar a los pacientes con alteraciones en los canales de potasio. La mediana 
del peso al nacimiento de los pacientes con alteraciones en KCNJ11, ABCC8 e INS de 
nuestra cohorte fue de 2730g, 2815g y 2420g respectivamente. En cuanto a la mediana 
de edad de diagnóstico, los pacientes con alteraciones en INS y KCNJ11 presentaban 
una mediana de 60 días mientras que los pacientes con alteraciones en ABCC8 una 
mediana de 11 días. Esta última diferencia probablemente surge por la diferencia en el 
número de pacientes diagnosticados con cada alteración molecular, y que en el caso del 
ABCC8 únicamente fueron cuatro pacientes, respecto a los 9 y 7 pacientes 
diagnosticados con mutaciones en KCNJ11 e INS respectivamente. 
 
En resumen, teniendo en cuenta las características clínicas de nuestros pacientes, 
concretamente la edad al diagnóstico y el peso al nacimiento, podemos concluir que en 
nuestra cohorte, los pacientes con alteraciones en la región 6q24 son los que muestran 
una clínica más característica. Estos pacientes tienen un menor peso al nacimiento y son 
diagnosticados en los primeros días de vida, mientras que los pacientes con alteraciones 
en los canales de potasio o en el gen de la insulina tienen un peso al nacimiento más alto 
y pueden ser diagnosticados hasta 6 meses después del nacimiento. A la hora de realizar 
estudios de diagnóstico genético, estas diferencias en las características clínicas pueden 
ser orientativas de qué genes pueden estar alterados y por tanto, pueden utilizarse para 









3. Análisis de exoma completo 
 
En ocho pacientes en los que no detectamos mutaciones en los genes 
clásicamente asociados a diabetes neonatal, realizamos un estudio de exoma completo 
con la intención de identificar mutaciones potencialmente patogénicas. Gracias al estudio 
de exoma, identificamos cinco variantes potencialmente patogénicas que podrían explicar 
la patogénesis de la enfermedad en dichos pacientes. 
 
En el caso DM0258, identificamos una variante en el gen WFS1 (Wolframin ER 
Transmembrane Glycoprotein). La Wolframina es una proteína localizada en el retículo 
endoplasmático, que participa en la síntesis, plegamiento y modificación de otras 
proteínas 148. Las alteraciones en el gen que la codifica (WFS1), están asociadas al 
síndrome de Wolfram 149, una enfermedad neurodegenerativa rara, autosómica recesiva, 
caracterizada por la aparición precoz de diabetes junto con atrofia óptica, diabetes 
insípida y sordera (MIM 222300).  
 
La clínica del paciente podría explicarse con este síndrome (el paciente 
presentaba sordera neurosensorial y catarata congénita además de diabetes neonatal), 
sin embargo, únicamente habíamos localizado una alteración en heterocigosis, y este 
síndrome se caracteriza por una herencia recesiva. Por ello, inicialmente se descartó la 
posibilidad de que en el proceso de filtrado hubiéramos descartado alguna otra alteración 
en el mismo gen, debido a que nuestro proceso de selección se asumía una estrategia de 
novo. Es decir, descartamos la posibilidad de que el paciente hubiera heredado un alelo 
alterado por alguno de sus padres, y la alteración en el otro alelo hubiera surgido de novo. 
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 Estudios previamente publicados por otros autores, habían descrito un síndrome 
denominado “Wolfram-like”, en el que la clínica era más leve que en el Síndrome de 
Wolfram clásico 208–211. El síndrome “Wolfram-like” tiene herencia autosómica dominante, 
por lo que la mutación detectada mediante el análisis de exoma en el gen WFS1 podría 
ser la responsable de la clínica en este paciente. 
 
 
 En el caso DM1026, la variante candidato se localizaba en el gen ATF4 (Activating 
Transcription Factor 4) que codifica un factor de transcripción con el mismo nombre. Este 
factor de transcripción está relacionado con el metabolismo de la glucosa y está implicado 
en la ruta metabólica de la secreción de insulina 212. El factor ATF4 pertenece a la familia 
de las proteínas que detectan regiones específicas para la unión del AMP cíclico (AMPc). 
Estudios previos han demostrado que en modelos animales la ausencia de ATF4 además 
de provocar anemia y un desarrollo anormal del ojo, está implicado en la regulación de la 
homeostasis energética y en el metabolismo de la glucosa 213–215. Además, estudios en 
modelos in vitro demuestran que ATF4 interactúa con TRB3 (Pseudokinase Tribbles 
homolog 3) y que este complejo a su vez actúa como un competidor inhibidor del AMPc, 
impidiendo que este se una al factor de transcripción CREB (cAMP Response Element-
Binding). Este factor de transcripción es clave en la regulación de los genes implicados en 
la exocitosis 212. 
 
 En este mismo paciente, encontramos otra variante en otro gen, que aunque solo 
un software la catalogaba como deletérea, nos pareció interesante, ya que la variante 
estaba localizada en el gen CACNA1A (Calcium Voltage-Gated Channel Subunit 
Alpha1 A) que codifica un canal de calcio dependiente de voltaje. Este canal está 
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implicado en procesos dependientes de calcio, como la contracción muscular o la 
liberación de hormonas o neurotransmisores 216. La entrada del calcio en la célula β es 
necesaria para el proceso de liberación de la insulina, por lo que este gen podría 
participar en dicho proceso. 
  
 
 En el caso DM1119, no detectamos ninguna alteración que cumpliera los criterios 
de selección. Sin embargo, detectamos una alteración que aunque los softwares la 
catalogaban como benigna, estaba localizada en un gen importante para el desarrollo 
del páncreas: NOTCH1 (Translocation-Associated Notch Protein TAN-1). Este gen 
codifica una proteína de gran relevancia en el control de la diferenciación celular 
durante el desarrollo del tejido pancreático exocrino y endocrino 217. Además de estar 
involucrado en la embriogénesis pancreática, su actividad juega un papel clave en el 
mantenimiento y la regulación de la expresión de varios genes en la célula β adulta. 
Estudios funcionales realizados en células β primarias muestran que el bloqueo de la 
ruta en la que participa NOTCH1 induce apoptosis, un proceso que ha sido relacionado 
con la disfunción de la célula β en diabetes 218.  
  
 
 En el caso DM1603, la búsqueda de anotaciones relacionadas con procesos 
importantes para la función basal de la célula β o para el metabolismo de la glucosa nos 
llevó a seleccionar una variante candidato en el gen KCNG2 (Potassium Voltage-Gated 
Channel Modifier Subfamily G Member 2). El gen KCNG2 codifica un canal de voltaje de 
potasio, implicado en diversas funciones tales como la regulación de la liberación de 
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neurotransmisores, secreción de insulina, transporte epitelial de electrolitos, etc. 
Realizando una búsqueda bibliográfica más extensa, únicamente hayamos que este tipo 
de canal es especifico del musculo cardíaco 219, hecho que confirmamos realizando una 
búsqueda en Protein atlas, donde observamos que este canal se expresa 
mayoritariamente en tejido cardiaco, y apenas en tejido pancreático. 
  
 
 En el caso DM1985, la búsqueda bibliográfica permitió reducir el listado de 21 
candidatos a un único candidato: una variante en el gen STAT3 (Signal Transducer and 
Activator of Transcription 3). Según estudios recientes, mutaciones activantes en el gen 
STAT3, y en concreto en el dominio de unión al DNA de dicha proteína (lugar donde se 
localiza la variante que identificamos) se asociaban con un cuadro autoinmune 
multisistémico de comienzo precoz 121, que en algunos casos incluye también la diabetes 
de comienzo precoz. La alteración identificada en STAT3 cuadraba con la clínica del caso, 
ya que la paciente presentaba además de diabetes, hipotiroidismo autoinmune, 
alteraciones intestinales de carácter autoinmune y retraso ponderoestatural 121,175,180. 
Además, la conservación evolutiva alta que mostraban los software sugiere que el residuo 




 En el caso DM1997, seleccionamos como variante candidato una alteración 
localizada en el gen PTPRN2. Este gen codifica una proteína transmembrana integral 
localizada en vesículas de núcleo denso (DCV, Dense Core Vesicles). Estas vesículas 
son características de las células neuroendocrinas (islotes pancreáticos, células 
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adrenales, neuronas, etc.), entre las que se encuentran las células beta, alfa y lambda 
221,222. Pertenece a  la familia de las proteínas tirosina fosfatasas (PTP) y tiene cierta 
actividad fosfatidil inositol fosfatasa 223. Es decir, tendría la capacidad de hidrolizar un 
grupo fosfato al inositol-1,4,5-trifosfato. Este lípido es crucial en la cascada de la 
secreción de insulina, ya que se une a los receptores proteicos localizados en el 
retículo endoplasmático permitiendo la liberación de Ca2+ almacenado. Este aumento 
de Ca2+ contribuye al ya surgido por la entrada del Ca a través de los canales de 
voltaje, y provoca la activación de sinaptotagmina, que ayuda a la liberación de la 
insulina previamente almacenada en las vesículas secretoras. Por tanto, podría 
participar en la regulación de la ruta de la secreción de insulina. 
 
 Estudios en modelos animales de diabetes autoinmune (ratas NOD, non obese 
diabetic mice) muestran que la deleción de PTPRN2 causa intolerancia a la glucosa y 
secreción alterada de insulina 224. Además, esta proteína es conocida ya por ser un 
autoantigeno de la diabetes mellitus insulinodependiente 225.  
 
 Por último, en el caso de los individuos DM2180 y DM2566, aun habiendo 
obtenido 21 y 23 variantes candidato respectivamente, ninguna cumplía los criterios de 
selección. Ni las anotaciones funcionales mediante el software David Functional 
Annotation ni la búsqueda bibliográfica en PUBMED nos ayudó a seleccionar ninguna 
de las variantes, ya que ninguno de los genes en los que se localizaban estaban 
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4. Beneficios del análisis de exoma completo en el diagnóstico genético de la 
diabetes neonatal 
 
El diagnóstico genético de la diabetes neonatal es importante ya que puede tener 
un impacto directo en el tratamiento y seguimiento de la enfermedad, así como en el 
consejo genético. El desarrollo de herramientas de secuenciación de última generación 
como la secuenciación completa del exoma ha supuesto un avance importante para el 
diagnóstico genético de la diabetes neonatal. Por un lado, esta técnica permite analizar de 
manera simultánea todos los genes clásicamente asociados con la enfermedad, 
disminuyendo el tiempo necesario para obtener un resultado y reduciendo costes. Aunque 
actualmente la técnica más utilizada para el diagnóstico genético de la DMN es la 
secuenciación mediante el método Sanger, teniendo en cuenta el gasto por base 
secuenciada, esta técnica conlleva un mayor gasto que la secuenciación del exoma 
mediante NGS. 
 
Por otro lado, el estudio de exoma completo permite también analizar las regiones 
codificantes de todo el genoma ampliando la posibilidad de identificar alteraciones 
patogénicas fuera de los genes clásicamente asociados (identificación de nuevos genes). 
A día de hoy, el desarrollo de esta tecnología ya ha permitido identificar nuevos genes 
causativos de diferentes patologías 226–229. En el caso de la diabetes neonatal, el uso de 
esta tecnología ha permitido la identificación de dos nuevos genes, GATA6 y STAT3, y un 





En resumen, en el diagnóstico de enfermedades monogénicas genéticamente 
heterogéneas, el análisis de exoma completo es un método más eficaz tanto en relación a 
los costes como en relación al  tiempo de ejecución.  
 
 En los últimos años la mejora de las técnicas de secuenciación de nueva 
generación se está desarrollando a un ritmo frenético y es muy posible que en un corto 
plazo de tiempo existan protocolos clínicos que incorporen esta tecnología en el 
diagnóstico genético rutinario de la diabetes neonatal.  De hecho, en base a nuestros 
resultados y a los resultados de otros grupos que han realizado estudios de exoma 
completo en pacientes con diabetes neonatal sin causa genética identificada, sería 
conveniente realizar un análisis de exoma completo para identificar posibles mutaciones 
patogénicas en otros genes.  
 
En nuestra cohorte de 8 pacientes se han identificado 5 mutaciones 
potencialmente responsables de la diabetes neonatal que padecen (62%). De las 
mutaciones identificadas hemos realizado la caracterización funcional de una de ellas que 
está localizada en el gen STAT3 y hemos demostrado que tiene un impacto deletéreo en 
la función de la célula b pancreática y que por lo tanto puede ser la responsable de la 
clínica de la paciente que la porta. Aunque el resto de mutaciones identificadas han sido 
etiquetadas como patogénicas en los análisis de predicción in silico, es necesario realizar 
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5. Caracterización funcional del factor de transcripción STAT3 
 
 Como ya se ha mencionado previamente, el proceso de selección de variantes 
potencialmente patogénicas nos condujo a seleccionar una variante candidata en el gen 
STAT3 en la familia 05 (P330S). La clínica del paciente coincidía con la clínica de 
pacientes con alteraciones en ese factor de transcripción, por lo que se decidió realizar la 
caracterización funcional de dicha variante. 
 
 Como muchos otros factores de transcripción, el STAT3 es activado por la 
fosforilación, que da paso a su dimerización y translocación al núcleo para ejercer su 
acción en la expresión de diversos genes 186. La mutación que identificamos en STAT3 
conduce a un cambio de un aminoácido no fosforilable (prolina) a un aminoácido 
fosforilable (serina), creando un potencial sitio de fosforilación que podría afectar al estado 
de fosforilación total de la proteína y por tanto a la activación de STAT3 187. Sin embargo, 
observamos que el cambio del residuo prolina por serina no afectaba a la fosforilación del 
factor de transcripción ni en condiciones basales ni después de una estimulación con IL-6 
(citocina que activa STAT3 en diversos tipos celulares 231,232.  
 
 Mediante un ensayo de luciferasa demostramos que la mutación detectada 
aumentaba la actividad de STAT3. Es decir, que la mutación P330S inducía una 
hiperactivación constitutiva del factor de transcripción, que independientemente de su 




Nuestros resultados están en consonancia con estudios previos en los que se ha 
demostrado que las mutaciones con cambio de sentido o missense en el dominio de unión 
al ADN de STAT3 aumentan significativamente la actividad de STAT3 121. Otras 
mutaciones localizadas en el dominio SH2 o en el dominio de transactivación de STAT3 
también provocan un aumento de la actividad de STAT3, aunque este efecto es menos 
drástico 121.  
 
Por el contrario, se ha descrito que mutaciones identificadas en la misma región de 
la proteína provocan una disminución en su capacidad de unión al ADN en pacientes con 
el síndrome de Hiper IgE 233. Este síndrome se caracteriza por la aparición de dermatitis 
eczematoide, infecciones dérmicas y pulmonares recurrentes y presencia de altos niveles 
de IgE 232. Al contrario que las mutaciones activantes, las mutaciones inactivantes causan 
en estos pacientes una respuesta disminuida de las células T en cuanto al reconocimiento 
de antígenos 234. Podríamos decir que mutaciones opuestas causan un cuadro clínico 
opuesto: las activantes causan un cuadro autoinmune, mientras que las inactivantes 
causan un cuadro con deficiencias en el sistema inmune.  
 
Estudios in silico de la estructura proteica de STAT3 han propuesto que las 
mutaciones localizadas en el dominio SH2 de la proteína provocan una mayor afinidad de 
unión al ADN debido al aumento de la interacción electrostática con el ADN 121. Sin 
embargo, todavía no se ha descrito el mecanismo exacto por el cual las mutaciones 
activantes en el dominio de unión al ADN de STAT3 conducen a un aumento de su 
actividad. 
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Teniendo en cuenta que STAT3 juega un papel crucial en ciertas funciones 
basales de las células beta, como la regulación de la secreción de insulina 184,185, tras su 
análisis funcional en modelos in vitro de célula β, confirmamos que este factor de 
transcripción inhibía la expresión del factor de transcripción Isl-1, implicado a su vez en la 
regulación de la expresión de la insulina. De la misma manera, observamos que la 
inhibición de la expresión de Isl-1 provocada por la mutación en STAT3 resultaba en una 
disminución en la expresión de la insulina y en una disminución drástica en la secreción 
de insulina estimulada por glucosa.  
 
 
En resumen, este estudio demostró que la mutación P330S en el gen STAT3 
conducía a una disminución de la síntesis de insulina en las células β pancreáticas y que 
podría ser la responsable directa del desarrollo de la diabetes neonatal en la paciente 
portadora de la mutación. 
 
Aunque el presente estudio funcional se ha centrado en la caracterización del 
impacto de la mutación en la función basal de las células β pancreáticas, , no podemos 
excluir que la hiperactivación de STAT3 pueda tener otros efectos deletéreos a nivel de 
célula β (por ejemplo, en su viabilidad, en su capacidad de replicación, etc..). De hecho, la 
activación constitutiva de STAT3 se ha vinculado con la desregulación de los genes del 
control del ciclo celular y con la activación de procesos pro-apoptóticos 235. Además, a 
nivel pancreático, se ha descrito que STAT3 modula el ciclo celular de las células β y las 
protege de daños en el ADN 236. En ratones en los que  STAT3 ha sido delecionado de 
manera específica en las células β pancreáticas se ha observado que estos ratones 
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tienen defectos severos en la secreción de insulina y muestran alteraciones en la 
arquitectura de los islotes pancreáticos 237. 
 
Aunque se ha demostrado previamente que las mutaciones de ganancia de 
función en el gen STAT3 conducen a una autoinmunidad de inicio precoz al afectar a la 
regulación de las células relacionadas con el sistema inmune 121,175,220,238, estos resultados 
demuestran que las mutaciones activadoras en STAT3 afectan a la secreción de insulina. 
Estos resultados sugieren que las mutaciones activantes en el gen STAT3 pueden 
provocar el desarrollo de la NDM como resultado de dos mecanismos contrapuestos, por 
un lado, a través de la desregulación de las células del sistema inmune, y por otro, 
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1. Mediante el estudio de los genes clásicamente asociados a diabetes neonatal se 
resuelven alrededor del 70% de los casos de diabetes neonatal, por lo que el análisis 
estructural de estos genes debe considerarse siempre que exista sospecha de 
diabetes neonatal. 
 
2. Además del análisis estructural de las regiones codificantes de los genes asociados a 
diabetes monogénica, para optimizar el diagnóstico genético de la diabetes neonatal se 
deberían analizarlas regiones intrónicas y regiones UTR de dichos genes, ya que 
alteraciones en esas regiones están asociadas con el desarrollo de la patología. 
 
3. La edad al diagnóstico, el peso al nacimiento y el tipo de diabetes neonatal 
(permanente o transitoria) son características clínicas que se deben tener en cuenta 
para orientar el estudio genético y priorizar el análisis de unos genes sobre otros..   
 
4. Teniendo en cuenta que un correcto diagnóstico genético de la diabetes neonatal 
puede suponer una mejora en el tratamiento, es importante optimizar los métodos de 
diagnóstico. Así, los análisis de exoma completo son una herramienta útil para 
aumentar la eficacia del diagnóstico genético de la diabetes neonatal. 
 
5. Para confirmar la patogenicidad de las mutaciones identificadas mediante análisis del 
exoma completo, es necesario realizar estudios funcionales. En este sentido, los 
resultados de este trabajo demuestran que la mutación activante identificada en el 
factor de transcripción STAT3 inhibe la síntesis y secreción de insulina y por tanto, 
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Tabla 1. Estudio de los genes KCNJ11, ABCC8 e INS. Secuencia de los cebadores utilizados, las condiciones para el termociclador, el tamaño del 
fragmento amplificado y las condiciones específicas para la amplificación. Cada cebador lleva en el extremo 5´una cola M13 (no mostrada en la tabla). La 
cola M13 para el cebador Forward sería TGTAAAACGACGGCCAGT y para el Reverse CAGGAAACAGCTATGACC. 
 
KCNJ11 
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ABCC8 


















95ºC5’;35x(95º30’’;59.3º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 249  R3-SUR1 ATGAGTCCTCAGTAAACATT 
Exón 4 
F4-SUR1 GTACACACATGATGCACACACG 




95ºC5’;35x(95º30’’;59.3º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 361  R5-SUR1 CCCTTTGAGGTCCCTCTCT 
Exón 6 
F6-SUR1 GTGAATTAGCCCTCAGGCAC 




95ºC5’;35x(95º30’’;59.3º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 253  R7-SUR1 TTCACTTTGCCATAAGAACC 
Exón 8 
F8-SUR1 TGGTGATGATGATGAGAATG 




95ºC5’;35x(95º30’’;59.3º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 321  R9-SUR1 TCAAAGTCAAAGTCAAAGTCAATGAC 
Exón 10 
F10-SUR1 GGCATGGCAGTGACAGTATT 
























95ºC5’;35x(95º30’’;63.9º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 227  R15-SUR1 GAGTAGGTGCTCAATAAATGC 
Exón 16 
F16-SUR1 GGTAATGGTTGTTCAGACTCC 












95ºC5’;35x(95º30’’;59.3º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 291  R19-SUR1 AGTTCCTCCCCTCCACATCC 
Exón 20 
F20-SUR1 GCATAGCTACCCAGAGACTAAT 




95ºC5’;35x(95º30’’;59.3º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 184 DMSO (10%) 
R21-SUR1 GGGAGGCAGCCAGAGACCAG 
Exón 22 




95ºC5’;35x(95º30’’;63.9º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 302  R23-SUR1 AGGTTCTAGCAGAACCTTTGCA 
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Exón 24 
F24-SUR1 CCATATATCCTGAAGACATTGCC 




95ºC5’;35x(95º30’’;59.3º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 383  R25-SUR1 ATTTGGAGTTCCAGGGTGC 
Exón 26 
F26-SUR1 ATGGCAGAGGTTGGGAGTG 




95ºC5’;35x(95º30’’;59.3º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 235  R27-SUR1 GCCCCCAGGGGTCCGAGG 
Exón 28 
F28-SUR1 AGTAGCACTCTAAACACAGTCAATA 




95ºC5’;35x(95º30’’;59.3º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 308  R29-SUR1 GAGAGAGAACGTGTCCTTG 
Exón 30 
F30-SUR1 CTATGTGGACCAACACTGTTC 




95ºC5’;35x(95º30’’;63.9º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 250  R31-SUR1 TGTCTCCAGTGACGAAGGT 
Exón 32 
F32-SUR1 ATGGCAGCAAAAGGAATCTG 




95ºC5’;35x(95º30’’;59.3º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 298  R33-SUR1 ATCCCCTGCTCACGCCTG 
Exón 34 
F34-SUR1 CCCTGTGACCTCCCACACCT 




95ºC5’;35x(95º30’’;63.9º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 235  R35-SUR1 AGATCTGATGGAACTGAGCC 
Exón 36 
F36-SUR1 ACCCTGCTCCCTCCCTACTG 








95ºC5’;35x(95º30’’;63.9º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 250  R37-SUR1 CTAAACCCTTTCCAAGACCAT 
Exón 38 
F38-SUR1 CCAGGCCAGACCCCATCCAC 




95ºC5’;35x(95º30’’;63.9º30’’;72º30’’);72º7’;4º∞ 231   
R39-SUR1 CCAGGCTGGTTCTACTGAA 
      
INS 
NOMBRE NOMBRE  CEBADOR SECUENCIA 5´-3´ CONDICIONES TERMOCICLADOR TAMAÑO (pb) OTROS 
Amplicón 1 
F1-INS TAATGACCCGCTGGTCCTGAG 
95º7’;35x(95º30”,64º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 720  R1-INS CTTCTGCCCATGCTGGGTGGGA 
Amplicón 2 
F2-INS GCACTGTGTCTCCCTGACT 





  212 
 
Tabla 2. Estudio de la región 6q24. Microsatélites analizados para la detección de la isodisomía 




























Tabla 3. Estudio de la región 6q24. Secuencia de los cebadores utilizados, las condiciones para el termociclador, el tamaño del fragmento amplificado y 
las condiciones específicas para la amplificación. Los cebadores Forward del estudio de dosis génica y el análisis de microsatélites llevan todos un 








144  NR99515 AGAACAGCACTGGGAGACCA 
9563 
FF9563 CTAAAAACATAAGACAATGGAG 
147  NR9563 GTAATTCATCAGTCATTATTAGC 
7136 
FF7136 TTGATCTATTTAGTCAAGTCC 
103  NR7136 TTATTGGCATTCTCTACCTATTT 
2051beta 
FF2051b GAACTTGTAGAGACTCTTATC 
183  NR2051b CATTGAGACATGACAACTGG 
254 (control) 
FF254 ATAGGTCATTGCTTCTTGCTGAT 
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ANÁLISIS DE MICROSATÉLITES 
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Tabla 4. Estudio de los genes FOXP3, GCK y GATA6. Secuencia de los cebadores utilizados, las condiciones para el termociclador, el tamaño del 
fragmento amplificado y las condiciones específicas para la amplificación. Cada cebador lleva en el extremo 5´una cola M13 (no mostrada en la tabla). La 
cola M13 para el cebador Forward sería TGTAAAACGACGGCCAGT y para el Reverse CAGGAAACAGCTATGACC. 
 
FOXP3 




94º5’;35x(94º30”,59.3º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 480  RPro-FOXP3 TGGGTACATCCCACTGTACC 
Exón 1 
F1-FOXP3 TCTCATACCGCCCTAGCACACG 
94º5’;35x(94º30”,59.3º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 425  R1-FOXP3 CATAAGTCACAGACTTGCCTGG 
Exón 2 
F2-FOXP3 AGCATCTACCATGTGGGCTTG 
94º5’;35x(94º30”,59.3º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 324  R2-FOXP3 GGCGTGGGCATCCACCGTTGAG 
Exón 3 
F3-FOXP3 TCATGCACCAGGTATGGACG 
94º5’;35x(94º30”,59.3º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 329  R3-FOXP3 GAATAGCCTACACTGCTCACA 
Exón 4 
F4-FOXP3 GCCAGAAGCCTGGGACTTTG 
94º5’;35x(94º30”,59.3º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 366  R4-FOXP3 TGCAGACACCATTTGCCAGCA 
Exón 5 
F5-FOXP3 CTCTGCACCTTCCCAAATCC 
94º5’;35x(94º30”,59.3º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 486  R5-FOXP3 GCCTCAGTCTCCTTGTCTGT 
Exón 6 
F6-FOXP3 TCAGAGGAGAGAACTCCCAG 
94º5’;35x(94º30”,59.3º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 264  R6-FOXP3 GTTTCTGGCACATGGTGGAC 
Exón 7 
F7-FOXP3 GCAAAGATGTGGCAGAGAA 
94º5’;35x(94º30”,59.3º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 245  R7-FOXP3 CTAGCTCTCAGGACCTGAAT 
Exón 8 
F8-FOXP3 GTGGGAAGTTTAAGCCTCTGG 











94º5’;35x(94º30”,59.3º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 444  R10-FOXP3 TTGTGCAGACTCAGGTTGTG 
Exón 11 
F11-FOXP3 TGCTGGCCTCAGAGGTTGAC 




94º5’;35x(94º30”,59.3º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 520  R3UTR-FOXP3 GTGATTGTGTGATGATGCAGCT 
PoliA 
FPoliA-FOXP3 TTCACCTGTGTATCTCACGCA 









94º10’;35x(94º30”,65º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 577  RPro-GCK TGTGGGGCTTAGTGTCCTTC 
Exón 1 
F1-GCK TCCACTTCAGAAGCCTACTG 
94º10’;35x(94º30”,60º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 231  R1-GCK TCAGATTCTGAGGCTCAAAC 
Exón 2 
F2-GCK TGCAGATGCCTGGTGACAGC 
94º10’;35x(94º1’,65º1’,72º1’);72º7’;4º∞ 326  R2-GCK CACAGCTGCTTCTGGATGAG 
Exón 3 
F3-GCK TAATATCCGGCTCAGTCACC 
94º10’;35x(94º30”,60º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 333  R3-GCK CTGAGATCCTGCATGGCCTTG 
Exón 4 
F4-GCK TAGCTTGGCTTGAGGCCGTG 
94º10’;35x(94º30”,65º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 308  R4-GCK TGAAGGCAGAGTTCCTCTGG 
Exón 5 
F5-GCK GCACCCTGCCTCCAGTATATGT 
94º10’;35x(94º30”,63º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 257 DMSO (10%) 
R5-GCK AGGAGAAAGGCAGGCAGTGCTG 
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Exón 6 
F6-GCK GCCTGCCTTTCTCCTTGGCT 








94º10’;35x(94º30”,65º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 372  R8-GCK CGTCGCCCTGAGACCAAGTCT 
Exón 9 
F9-GCK ACTGTCGGAGCGACACTCAG 
94º10’;35x(94º1’,65º1’,72º1’);72º7’;4º∞ 403  R9-GCK CTTGGAGCTTGGGAACCGCA 
Exón 10 
F10-GCK GTCGACTGCGTGCAGGGCGC 






NOMBRE NOMBRE  CEBADOR SECUENCIA 5´-3´ CONDICIONES TERMOCICLADOR TAMAÑO (pb) OTROS 
Exón 1 
F1-GATA6 CGGCTCTCATTGTCTGCCTG 




94º10’;35x(94º30”,65º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 520 DMSO (10%) 
R2A-GATA6 CCTCCCAGCTCGACAGGTT 
F2B-GATA6 GCTCAGTTCCTACGCTTCGCA 
94º10’;35x(94º30”,65º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 480 DMSO (10%) 
R2B-GATA6 GCTGCCGTATGGAGGGCTGT 
F2C-GATA6 CGCACCCCGGCTGGCCTCA 




94º10’;35x(94º30”,65º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 509 DMSO (10%) 
R3-GATA6 GGACAGGATGGTACCGCTG 
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Tabla 5. Validación de variantes detectadas por WES: estudio de las variantes en WFS1, ATF4, STAT3, PTPRN2 y KCNG2. Secuencia de los 
cebadores utilizados, las condiciones para el termociclador, el tamaño del fragmento amplificado y las condiciones específicas para la amplificación. Cada 
cebador lleva en el extremo 5´una cola M13 (no mostrada en la tabla). La cola M13 para el cebador Forward sería TGTAAAACGACGGCCAGT y para el 
Reverse CAGGAAACAGCTATGACC. 
 








94º5’;35x(94º30”,60.6º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 553   
R10-STAT3 GGCCACCAACTCTACCCT 
Exón 2 
      F2-ATF4      GCAAAACAAGACAGCAGC 
94º5’;35x(94º30”,58º30”,72º30”);72º7’;4º∞ 306 
 
      R2-ATF4        GGAAAGGAATTCAAACGCA 
Exón 9 
F9-PTPRN2 GCTGACCCCAGGCCAGGA 

















Tabla 7. Listado de los Taqman Gene expression Assays utilizados en todos los experimentos de 
análisis de expresión.  
 
 
GEN ESPECIE FLUORÓFORO REFERENCIA 
GAPDH Rata VIC Rn01775763_m1 
ACTB (β-Actina) Humano VIC Hs01060665_g1 
Isl1 Rata FAM Rn00569203_m1 
ISL1 Humano FAM Hs00158126_m1 
Stat3 Rata FAM Rn00562562_m1 
STAT3 Humano FAM Hs1047580_m1 
INS Humano FAM Hs02741908_m1 
Ins1 Rata FAM Rn02121433_g1 
Ins2 Rata FAM Rn01774648_g1 
Pax6 Rata FAM Rn00689608_m1 
PAX6 Humano FAM Hs00240871_m1 
Lmx1a Rata FAM Rn01759119_m1 
LMX1A Humano FAM Hs00892663_m1 
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ANEXO 2  
 
Tabla 1. Resultados del análisis estructural de los genes asociados a diabetes neonatal. Mutaciones detectadas en 30 de las 42 familias estudiadas, 
portadores de dicha alteración en la familia de cada caso y el tipo de herencia. 
 
GEN MUTADO FAMILIA TIPO DN ALTERACION DETECTADA PORTADORES DE LA MUTACION HERENCIA 
6q24 
DM1665 DNT Isodisomía paterna Índice ? 
DM1721 DNT Isodisomía paterna Índice ? 
DM2579 DNT Isodisomía paterna Índice ? 
DM3074  Isodisomía paterna Índice ? 
DM2509 DNT Duplicación del alelo paterno Índice De novo 
DM2921  Duplicación del alelo paterno Índice +Padre Paterna 
DM2941  Duplicación del alelo paterno Índice +Padre Paterna 
DM3034  Duplicación del alelo paterno Índice De novo 
DM3097  Perdida metilación del alelo materno Índice De novo 
KCNJ11 
DM1822 DNP c.602G>A p.Arg201His Índice  De novo 
DM1978 DNP c.175G>A p.Val59Met Índice ? 
DM1986 DMP c.679G>A  p.Glu227Lys Índice +Madre+Abuela Materna Materna 
DM2112 DNP c.175G>A p.Val59Met Indice  De novo 
DM2504 DNT c.602G>A p.Arg201His Índice +Madre Materna 
DM2517  c.481G>A p.Ala161Thr,  Índice +Hija ? 
DM2658  c.481G>A p.Ala161Thr  Índice De novo 
DM3272  c.553A>C p.Lys185Gln  Índice De novo 
DM3344  c.601C>T p.Arg201Cys Índice De novo 
ABCC8 
DM2175 DNT c.3547C>T p.Arg1183Trp  Índice +Padre+Hermano Paterna 
DM2598 DNP c.627C>A p.Asp209Glu Índice De novo 
DM2854  c.2498G>C p.Gly833Ala Índice +Madre+Abuela Materna Materna 





FOXP3 DM1889 IPEX c.282dupA p.Leu95ThrfsX111 Índice +Madre+Abuela+Bisabuela+Tia abuela 
Materna 
(Herencia ligada al 
cromosoma X) 
INS 
DM2349 DNT c.265C>T p.Arg89Cys Índice  De novo 
DM2496 DNT c.314T>C p.Leu105Pro Índice +Padre Paterna 
DM2622 DNT c.128G>A p.Cys43Tyr Índice De novo 
DM2770   c.188-31G>A  Índice De novo 
DM2798 DNP c.115C>G p.Leu39Val,  Índice ? 
DM3027 DNP c.324_328delCTGCA p.Tyr108* Índice +Padre Paterna 
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Tabla 2. Resumen de las mutaciones detectadas en las 30 de las 42 familias estudiadas. Referencias bibliográficas de los estudios en los que se 
demuestra la asociación de la alteración con la enfermedad. 
 
GEN 
MUTADO FAMILIA ALTERACION DETECTADA REFERENCIA ESTUDIO FUNCIONAL 
6q24 
DM1665 Isodisomía paterna 
  
DM1721 Isodisomía paterna 
DM2579 Isodisomía paterna 
DM3074 Isodisomía paterna 
DM2509 Duplicación del alelo paterno 
  
DM2921 Duplicación del alelo paterno 
DM2941 Duplicación del alelo paterno 
DM3034 Duplicación del alelo paterno 
DM3097 Perdida metilación del alelo materno   
KCNJ11 
DM1822 c.602G>A p.Arg201His 
(Gloyn, et al., 2004b; Sagen, et al., 2004; Vaxillaire, et al., 2004;  
Zung, et al., 2004; Colombo, et al., 2005; Klupa, et al., 2005;  
Feigerlova, et al., 2006; Flanagan, et al., 2006; Gloyn, et al., 2006;  
Skupien, et al., 2006; Tonini, et al., 2006; Chan and Laffel, 2007;  
Codner, et al., 2007; Edghill, et al., 2007) 
(Gloyn, et al., 2004b; Proks, et al., 
2004; Proks, et al., 2005a;  
Lin, et al., 2006a; Tarasov, et al., 2006) 
DM2504 c.602G>A p.Arg201His 
DM1978 c.175G>A p.Val59Met (Gloyn, et al., 2004b; Sagen, et al., 2004; Vaxillaire, et al., 2004;  
Massa, et al., 2005; Flanagan, et al., 2006; 
(Koster, et al., 2005; Proks, et al., 
2005a; Lin, et al., 2006a) DM2112 c.175G>A p.Val59Met 
DM1986 c.679G>A p.Glu227Lys (Edghill, et al., 2007; Landau, et al., 2007; Rica, et al., 2007) (Girard, et al., 2006) 
DM2517 c.481G>A p.Ala161Thr 
NO  DM2658 c.481G>A p.Ala161Thr 
DM3272 c.553A>C p.Lys185Gln Shimomura (2010) Diabet Med 27, 225 Koster (1999) J Physiol 515 ( : 19 
DM3344 c.601C>T p.Arg201Cys Gloyn (2004) N Engl J Med 350, 1838  











MUTADO FAMILIA ALTERACION DETECTADA REFERENCIA ESTUDIO FUNCIONAL 
ABCC8 
DM2175 c.3547C>T p.Arg1183Trp (Flanagan, et al., 2007) (Patch, et al., 2007)  
DM2598 c.627C>A p.Asp209Glu (Ellard, et al., 2007; Flanagan, et al., 2007)  
DM2854 c.2498G>C p.Gly833Ala NO  
DM3176 c.3536A>C p.Gln1179Pro NO  
FOXP3 DM1889 c.282dupA p.Leu95ThrfsX111   
INS 
DM2349 c.265C>T p.Arg89Cys Stoy (2007) Proc Natl Acad Sci U S A 104, 15040 Park (2010) Biochem Biophys Res Commun 391: 1449 
DM2496 c.314T>C p.Leu105Pro Flanagan (2014) Cell Metab 19, 146  
DM2622 c.128G>A p.Cys43Tyr NO pero si otros cambios en el mismo aa  
DM2770 c.188-31G>A  Garin (2012) PLoS One 7, e29205  
DM2798 c.115C>G p.Leu39Val Zhang (2015) J Pediatr Endocrinol Metab 28, 877  
DM3027 c.324_328delCTGCA p.Tyr108* Colombo (2008) J Clin Invest 118, 2148  
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ANEXO 3 
 
Tabla 1. Resumen de la calidad de los datos obtenidos del análisis bioinformático de WES.  
 
CASOS ÍNDICE 
 I01 I02 I03 I04 I05 I06 I07 I08 
Número de lecturas totales 27056140 40756324 31842245 33014663 38615310 37178450 31672119 37377150 
Número de lecturas mapeadas 26865685 40557771 31695529 32841454 38412860 36943759 31435533 37142203 
Covertura (10x) (% de las posiciones diana) 60,5889007 73,8431908 69,2889536 68,8491 76,3928797 73,9821418 66,1938888 70,9661073 
Covertura (20x) (% de las posiciones diana) 30,6936176 44,6539332 38,4923942 38,4838178 48,9063991 47,9658364 38,6121075 43,0453495 
Mean read depth (X de las posiciones diana) 16,0884318 22,209429 19,7614014 19,7636976 24,0493075 23,4936433 19,1205127 21,2763674 
FAMILIARES 
 M01 P01 M02 P02 M03 P03 M04 P04 
Número de lecturas totales 35602806 31027945 28043257 33494235 27677588 36620294 24156535 38161623 
Número de lecturas mapeadas 35427967 30820689 27878853 33302992 27478080 36405841 23907709 37961819 
Covertura (10x) (% de las posiciones diana) 71,8081525 64,0379122 60,6237376 67,979483 64,6172115 73,2530684 59,9862116 75,2364104 
Covertura (20x) (% de las posiciones diana) 40,6032861 35,3430645 29,8466363 37,9217514 36,4432537 45,9207961 34,0647312 47,0721835 
Mean read depth (X de las posiciones diana) 20,3822822 18,2417691 16,3194872 19,0727957 18,2370749 22,7916944 16,9537136 23,4020679 
 M05 P05 M06 P06 M07 P07 M08 P08 
Número de lecturas totales 35533500 33433908 30892138 31799375 31857950 37766316 30403601 36574823 
Número de lecturas mapeadas 35320428 33231011 30646257 31569029 31655451 37497371 30209692 36390746 
Covertura (10x) (% de las posiciones diana) 73,8687549 70,3109603 67,9059395 68,8020533 67,3703024 71,3252078 65,972217 71,6305549 
Covertura (20x) (% de las posiciones diana) 47,4776363 42,8252549 41,7254068 42,127606 38,0334296 45,2295088 37,0472484 42,0488103 






Tabla 2. Resumen sobre las variantes exónicas obtenidas mediante el análisis 
bioinformático del WES. 
 
CASOS ÍNDICE 
  I01 I02 I03 I04 I05 I06 I07 I08 
Número total de variantes exónicas 28243 29773 29359 29221 29688 29527 29011 30704 
Filtrado técnico 13151 16205 15413 15266 16413 15906 14519 16069 
Variantes Missense y Nonsense 9187 9657 9516 9476 9630 9561 9434 9986 
Indels exónicos 89 126 113 116 139 111 94 126 
Variantes que no constan en dbSNP 1279 1147 1282 1196 1286 1328 1268 1486 
Variantes que no constan en 1000g o con un MAF<0.05 1985 1998 2068 1964 2050 2144 2096 2274 
FAMILIARES 
  M01 P01 M02 P02 M03 P03 M04 P04 
Número total de variantes exónicas 29890 28850 28557 28965 28803 29687 28018 30395 
Filtrado técnico 15852 14170 13643 14971 13946 15946 12741 16644 
Variantes Missense y Nonsense 9655 9374 9227 9364 9402 9658 9154 9861 
Indels exónicos 123 101 104 111 110 128 68 139 
Variantes que no constan en dbSNP 1268 1325 1202 1218 1412 1317 1604 1359 
Variantes que no constan en 1000g y/o con un MAF<0.05 2026 2043 1921 1976 2213 2085 2260 2244 
  M05 P05 M06 P06 M07 P07 M08 P08 
Número total de variantes exónicas 29781 29549 29247 28996 29342 29305 29136 30873 
Filtrado técnico 16120 15621 14769 14835 14721 15390 14506 16514 
Variantes Missense y Nonsense 9657 9585 9481 9408 9537 9517 9446 10007 
Indels exónicos 143 138 106 121 115 107 118 132 
Variantes que no constan en dbSNP 1298 1412 1431 1420 1250 1212 1311 1553 
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Tabla 3. Listado de los genes en los que identificamos variantes en cada uno de los 7 
casos en los que empleamos una priorización de filtrado de novo. 
 
P01 P02 P03 P05 P06 P07 P08 
CROCC L1TD1 PIK3CD LOC440563 NBPF14 MUC4 MUC4 
MUC4 POLR3C IGFN1 FAM63A RNF103 HERC2 FLG 
WFS1 LOC440563 ELTD1 GKN1 POLQ HERC2 PDE4DIP 
ATXN1 CCDC108 ARHGEF4 ATP6V1A SLC9B1 OR1J1 SLC36A3 
COL21A1 DAPL1 MUC4 PABPC1 UGT2B4 LILRB3 FOXD4L1 
LYZL2 SNRNP200 CRIPAK LGR4 FRAS1 ZFPM2 ALS2CR8 
MUC6 ANKRD36 SLC22A5 MUC5B FBXL17 TUBB8 DSPP 
BEGAIN PRR21 FAM120B RPH3A HGC6.3 FOXD4 UGT2B11 
METTL17 DNAH12 BCLAF1 PABPC3 MUC12 PABPC3 MLKL 
FAM108A1 GOLGA4 MLL3 AHNAK2 PTPRN2 SFTPA1 ATR 
ZNF114 PRSS48 MUC12 PTPN21 PABPC1 KRTAP9-1 KNDC1 
SBSN EGFLAM RP1L1 GOLGA6L10 RP1L1 GNB1L PHC1 
VCX2 SLC22A5 NOTCH1 ADAMTS7 AKR1C1 FAM84A SRA1 
 
MUC12 DGKZ MEX3B UBTFL1 MUC16 RAB3A 
 
PABPC1 MUC6 CDH13 NAT10 DSPP POTEH 
 
SLC7A2 APBA2 INO80E ZNF140 CAP1 TUBGCP5 
 
FAM75A3 FBN1 DNAH2 PRDM4 TCHH TRIOBP 
 
ARHGAP12 VWA3A EVI2A UNKL KCNJ5 CMKLR1 
 





































































   
 









Tabla 4. Listado de los genes en los que identificamos variantes en la familia 04, en la que 
priorizamos para el filtrado las variantes heredadas por vía materna. 
 
P04 
HEATR1 ACTL6A DLK2 MICAL2 LRRC16B CPAMD8 
LYST HLTF RNF217 TRIM48 RBM23 C19orf21 
TAF1A MST1 MUC12 OR10G4 ACTN1 CYP2A6 
C1orf228 ZDHHC3 ZNF713 PRDX5 AMN DKKL1 
HYI LAMB2 MUC17 TRIM48 NID2 ANGPTL6 
FAM110D SLC26A1 ZCWPW1 ZNF215 LRRK1 DUS3L 
POGZ PDGFRA TRIM56 SIK3 TLN2 SLC13A3 
IGFN1 CPZ PKHD1L1 EXT2 PSTPIP1 C20orf85 
HMCN1 UGT2B11 CDCA2 EIF2B1 C16orf88 SLCO4A1 
NBPF14 PRSS12 PXDNL GNPTAB TCF25 NKX2-2 
CD1C BANK1 ZHX2 IFLTD1 MGRN1 CPXM1 
PHACTR4 FRAS1 ZNF7 KLRB1 LOC100132247 FAM65C 
KLHL17 ZNF721 LRRCC1 GXYLT1 PLEKHG4 ZNF831 
SPTA1 CDC20B RRAGA GPR162 DNASE1L2 C20orf160 
ETV3L LCP2 C9orf172 FAM90A1 PDIA2 TMPRSS15 
CCDC30 NNT TRAF1 ULK1 C17orf101 KRTAP10-2 
SLC45A3 ERAP1 GPR144 APOBEC1 SLC46A1 CYP2D6 
FBXO41 ARHGEF28 ERMP1 HS6ST3 QRICH2 C22orf29 
ANKRD36 CRISP1 RABEPK DIAPH3 NPLOC4 KIAA1210 
TTN PHACTR2 SURF2 COL4A2 DNAH2 
 
SEPT10 ARID1B PKN3 AHNAK2 KCNG2 
 
XIRP2 PAK1IP1 PAPSS2 ZBTB1 CYP2B6 
 
PROM2 PRDM13 USP35 RGS6 SH2D3A 
 
FARP2 UBR2 SLC3A2 C14orf101 PEPD 
 
CNTNAP5 RPS6KA2 NUP160 IRF2BPL LONP1 
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